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1 Einleitung und Zielstellung 
 
Schätzungsweise 1 ‒ 2 % der europäischen Bevölkerung reagieren allergisch auf bestimmte 
Lebensmittel. Da die verantwortlichen Allergene hauptsächlich Proteine sind, kann durch die 
Lebensmittelverarbeitung, vor allem infolge thermischer Prozesse, das allergene Potential 
verändert werden. Zum einen ist die Zerstörung vorhandener Strukturepitope durch 
hitzeinduzierte Umfaltung möglich. Zum anderen können die Proteine Reaktionen mit 
anderen Lebensmittelinhaltsstoffen eingehen. Sind beispielsweise reduzierende Zucker 
zugegen, können insbesondere Lysin- und Argininseitenketten derart modifiziert werden, dass 
Epitope nicht mehr von spezifischen Antikörpern erkannt werden. Andererseits kann die 
kovalente Modifizierung auch die Entstehung neuer Bindungsstellen, sogenannter 
„Neoepitope“, zur Folge haben. Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit dem 
Zusammenhang zwischen der Glykierung und dem allergenen Potential von Lebensmitteln. 
Als allergene Lebensmittel wurden Karotten und Erdnüsse ausgewählt. 
Die Karottenallergie ist in der europäischen Bevölkerung relativ häufig. Etwa 23 ‒ 25 % aller 
Nahrungsmittelallergiker leiden an dieser meist pollenassoziierten Allergie (Ballmer-Weber, 
2008; Jäger et al., 2008). Es ist bekannt, dass gekochte Karotten von Allergikern meist 
vertragen werden, während rohe Karotten zu Beschwerden des Mund- und Rachenraumes 
führen. Die Ursache hierfür ist die hitzeinduzierte, irreversible Denaturierung des 
Hauptallergens Dau c 1 und die damit verbundene Zerstörung der Strukturepitope (Bohle et 
al., 2006). In der vorliegenden Arbeit soll gezeigt werden, inwieweit bestimmte Maillard-
Reaktionsprodukte (MRP) als Indikatoren für die Senkung des allergenen Potentials infolge 
der Hitzebehandlung geeignet sind. Da bisher kaum Daten zum Ausmaß der Maillard-
Reaktion in hitzebehandelten Karottenprodukten vorliegen, werden zunächst relevante 
Glykierungsprodukte identifiziert und quantifiziert. Anhand von definierten 
Erhitzungsexperimenten soll dann der Zusammenhang zwischen MRP-Gehalt und Gehalt an 
IgE-reaktivem Dau c 1 untersucht werden. 
Mit dem ansteigenden Verzehr von Erdnüssen und Erdnussprodukten hat sich in den letzten 
Jahrzehnten auch die Häufigkeit der Erdnussallergie erhöht. Diese zeichnet sich durch eine 
mitunter sehr schwere Symptomatik aus, so dass Erdnüsse hinsichtlich lebensbedrohender 
und letal verlaufender Nahrungsmittelallergien an erster Stelle stehen. Bereits der Verzehr 
kleinster Mengen an Erdnuss, selbst Hautkontakt oder Inhalation (beispielsweise durch das 
verbreitete Anbieten von Erdnusssnacks in Flugzeugen) können eine allergische Reaktion 
auslösen (Jäger et al., 2008). Die Hauptallergene der Erdnuss, Ara h 1 und Ara h 2, sind 
bekanntermaßen stabil und behalten ihr allergenes Potential während der Hitzebehandlung bei 
(Koppelman et al., 1999). Dennoch besteht die Vermutung, dass die Zubereitung von 
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Erdnüssen deren Allergenität maßgeblich beeinflusst. Der Grund hierfür ist die Beobachtung, 
dass in China die Erdnussallergie bei vergleichbarem Erdnusskonsum wesentlich seltener 
auftritt als in den USA. Eine mögliche Erklärung für dieses Phänomen ist in der 
unterschiedlichen Zubereitungsart zu finden. Werden in den USA Erdnüsse bevorzugt 
geröstet, spielt in China vor allem das Kochen und Frittieren eine wichtige Rolle. Dies lässt 
vermuten, dass geröstete Erdnüsse ein höheres allergenes Potential haben (Beyer et al., 2001). 
Der Einfluss des Röstens wurde infolgedessen bereits untersucht, die erhaltenen Ergebnisse 
sind jedoch bisher sehr widersprüchlich. Während in einigen Studien keine Unterschiede 
zwischen rohen und gerösteten Erdnüssen beobachtet wurden, berichteten andere Autoren von 
einer 90-fachen Erhöhung des IgE-Bindungsvermögens in Folge der Röstung, die mit der 
Bildung von Neoepitopen im Zuge der Maillard-Reaktion in Verbindung gebracht wurde 
(Maleki et al., 2000a; Mondoulet et al., 2003).  
Aus diesem Grund wird in der vorliegenden Arbeit der Einfluss der Röstung und 
insbesondere der Glykierung auf das allergene Potential von Erdnüssen untersucht. Da bisher 
kaum Daten zu MRP-Gehalten in Erdnüssen vorliegen, werden zunächst verschiedene 
handelsübliche Proben auf ihre Gehalte an Glykierungsprodukten und die Aminosäure-
modifizierung untersucht. Definierte Erhitzungs- und Röstungsexperimente sollen zur 
Identifizierung geeigneter Marker für eine Hitzebehandlung beitragen. Das allergene Potential 
ausgewählter gerösteter Erdnussproben wird anhand des Antikörperbindungsvermögens 
bewertet. Um den Einfluss der Maillard-Reaktion im Einzelnen auf die beiden Hauptallergene 
der Erdnuss, Ara h 1 und Ara h 2, untersuchen zu können, sollen diese Allergene aus rohen 
Erdnüssen isoliert und unter möglichst röstungsrelevanten Bedingungen glykiert werden.  
Die Grundvoraussetzung für eine allergische Reaktion ist, dass die verantwortlichen Epitope 
die gastrointestinale Verdauung überstehen und intakt aufgenommen werden (Breiteneder & 
Mills, 2005b). Durch thermische Behandlung und die daraus resultierende Umfaltung sowie 
kovalente Modifizierung kann die Verdauungsresistenz erheblich beeinflusst werden. Daher 
soll mit Hilfe einer simulierten gastrointestinalen Verdauung der Einfluss der isolierten 
Glykierung sowie Röstung von Erdnüssen auf die Verdaubarkeit der Allergene untersucht 
werden. 
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2 Hintergrund und Wissensstand 
 
2.1 Allgemeines zur Nahrungsmittelallergie 
 
Schätzungen zufolge tritt die Nahrungsmittelallergie in Europa bei 1,3 bis 8,0 % der Kinder 
und bei 0,3 bis 2,4 % der Erwachsenen auf (Lorenz et al., 2001). Während Kinder vor allem 
auf Milch, Fisch und Ei reagieren, stehen bei Erwachsenen hierzulande die pollenassoziierten 
Allergien im Vordergrund (Grevers & Röcken, 2008; Jäger et al., 2008). Die Relevanz 
einzelner allergener Lebensmittel ist von den Ernährungsgewohnheiten der Bevölkerung 
abhängig und daher regional sehr unterschiedlich. Beispielsweise spielt die Erdnussallergie in 
Deutschland nur eine untergeordnete Rolle, während sie in den USA aufgrund der hohen 
Verzehrsmengen häufig auftritt. In den nördlichen bzw. mediterranen Ländern hat Fisch eine 
große Bedeutung in der Ernährung, und auch eine Allergie gegen Fisch und Krustentiere tritt 
dort häufiger auf als hierzulande. In Mitteleuropa sind birkenpollenassoziierte Kreuzallergien 
gegen Obst und Gemüse weit verbreitet (Steinhart et al., 2001; Paschke, 2008). Die Relevanz 
verschiedener Nahrungsmittelallergien ist in Tab. 1 beispielhaft für die Schweiz dargestellt. 
 
Tab. 1: Prozentuale Häufigkeit ausgewählter Nahrungsmittelallergien, ermittelt bei 383 
Nahrungsmittelallergikern in der Schweiz (Etesamifar & Wüthrich, 1998) 
Allergenes Lebensmittel Häufigkeit [%]  Allergenes Lebensmittel Häufigkeit [%] 
Gemüse   Obst  
   Sellerie* 36,3     Apfel* 25,6 
   Karotte* 24,8     Pfirsich* 10,2 
Nüsse   Hülsenfrüchte  
   Haselnuss* 36,8     Erdnuss 12,8 
   Mandel* 10,7     Soja 9,1 
Tierische Lebensmittel   Gewürze  
   Milch 10,7     Anis 15,4 
   Hühnerei 5,7     Koriander 14,9 
   Fisch 9,7     Kümmel 12,3 
   Krustentiere 2,1    
   Rindfleisch 2,9    
*
 pollenassoziiert 
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2.1.1 Nahrungsmittelunverträglichkeiten – Definition und Abgrenzung 
 
Im Folgenden werden zunächst die Definitionen einiger allergologischer Begriffe vorgestellt, 
wie sie in der „Revised nomenclature for allergy for global use“ von der World Allergy 
Organization (WAO) publiziert wurden (Johansson et al., 2004; Jäger et al., 2008). 
Der Begriff Hypersensitivität definiert objektive und reproduzierbare Symptome nach 
Exposition durch einen definierten Stimulus bei einer Dosis, die von Gesunden toleriert wird. 
Als Allergie wird eine durch spezifische immunologische Mechanismen hervorgerufene 
Hypersensitivitätsreaktion bezeichnet. Sind andere Mechanismen für die Reaktion 
verantwortlich, dann wird von nichtallergischer Hypersensitivität gesprochen (Johansson et 
al., 2004; Jäger et al., 2008).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1: Einteilung der Nahrungsmittelunverträglichkeitsreaktionen (Bruijnzeel-Koomen et al., 1995; 
Jäger et al., 2008)  
 
Unverträglichkeitsreaktionen auf Lebensmittel können gemäß der Empfehlungen der 
Europäischen Akademie für Allergologie und Klinische Immunologie (EAACI) basierend auf 
den pathogenetischen Mechanismen eingeteilt werden (Abb. 1) (Bruijnzeel-Koomen et al., 
1995). Bei Nahrungsmittelunverträglichkeiten werden zunächst toxische und nicht-toxische 
Reaktionen unterschieden. Toxische Reaktionen treten bei allen exponierten Personen auf, 
insofern die Dosis hoch genug ist. Die toxischen Komponenten können natürlich im 
Lebensmittel vorkommen (z. B. Lektine in rohen Bohnen, giftige Pilze) oder als 
Kontamination eingetragen werden (z. B. bei mikrobiell bedingtem Verderb). Unter toxischen 
Reaktionen ist auch die sog. Scombroidvergiftung zu nennen, die nach Verzehr von bakteriell 
kontaminiertem Fisch auftritt. Durch Decarboxylierung von Histidin wird Histamin gebildet, 
IgE-
vermittelt 
nicht-IgE-
vermittelt enzymatisch 
unbestimmt 
(Pseudoallergie) 
immunologisch bedingt 
(Nahrungsmittelallergie) 
nicht-immunologisch bedingt 
(Nahrungsmittelintoleranz) 
nicht-toxische Reaktion 
(Hypersensitivität) toxische Reaktion 
Nahrungsmittelunverträglichkeit 
pharmako-
logisch 
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das die Vergiftungserscheinungen auslöst (Bruijnzeel-Koomen et al., 1995; Jäger et al., 
2008). 
Die nicht-toxischen Unverträglichkeitsreaktionen werden unter dem Begriff Hypersensitivität 
zusammengefasst, deren Auftreten von der individuellen Empfindlichkeit gegenüber 
bestimmten Lebensmitteln abhängig ist. Sie können entweder immunologisch bedingt sein 
(Allergie) oder durch nicht-immunologische Mechanismen ausgelöst werden (nichtallergische 
Hypersensitivität, Lebensmittelintoleranz). Bei letzteren unterscheidet man enzymatische, 
pharmakologische und nicht-definierte Mechanismen (Bruijnzeel-Koomen et al., 1995; Jäger 
et al., 2008). 
Die häufigste enzymatisch bedingte Nahrungsmittelintoleranz ist der Lactasemangel. Durch 
die Nahrung aufgenommene Lactose kann dabei im Dünndarm nicht gespalten werden und 
gelangt intakt in den Dickdarm, was zu Beschwerden wie Blähungen und Bauchkrämpfen 
führt. Pharmakologische Intoleranzen treten bei Personen auf, die besonders empfindlich auf 
Histamin oder pharmakologisch aktive Amine reagieren. Ursache der Histaminintoleranz ist 
eine verringerte Aktivität des Enzyms Diaminooxidase (DAO), welches im Normalfall 
aufgenommenes Histamin schnell abbaut. Nach dem Verzehr von Lebensmitteln mit hohem 
Histamingehalt werden dadurch im Blut pharmakologisch wirksame Histaminkonzentrationen 
erreicht, wodurch vergleichbare Beschwerden wie bei einer allergischen Sofortreaktion 
ausgelöst werden. Aufgrund dieses Mechanismus ist die Histaminintoleranz sowohl den 
pharmakologischen als auch den enzymatischen Intoleranzreaktionen zuzuordnen. Bei den 
pseudoallergischen Reaktionen sind ähnliche klinische Symptome zu beobachten wie bei der 
echten IgE-vermittelten Allergie, da es zur Freisetzung von Mediatoren kommt. Dabei spielen 
immunologische Mechanismen jedoch keine Rolle. Den pseudoallergischen Reaktionen 
werden Reaktionen auf Lebensmittelzusatzstoffe, z. B. Sulfite oder Benzoesäure, zugeordnet 
(Bruijnzeel-Koomen et al., 1995; Jäger et al., 2008). 
Von einer echten Nahrungsmittelallergie kann nur dann gesprochen werden, wenn die 
Symptome reproduzierbar nach Aufnahme eines allergenhaltigen Lebensmittels durch 
spezifische immunologische Mechanismen ausgelöst werden und nach Elimination dieses 
Lebensmittels wieder verschwinden. Diese allergischen Reaktionen werden nach Gell und 
Coombs aufgrund ihrer unterschiedlichen Mechanismen in vier Typen eingeteilt (Gell & 
Coombs, 1963). Die meisten allergischen Reaktionen sind IgE-vermittelt (Typ I), aber auch 
durch andere Immunglobulin-Isotypen wie z. B. IgG (Typ II und III), oder zellvermittelte 
Reaktionen (Typ IV) sind möglich (Bruijnzeel-Koomen et al., 1995; Jäger et al., 2008). 
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2.1.2 Die Immunantwort 
 
2.1.2.1 Allgemeines zum Immunsystem 
 
Das Immunsystem dient zur Abwehr für den Körper potentiell schädlicher Stoffe. Deren  
Eindringen wird primär durch mechanische und biologische Barrieren verhindert. Hierzu 
gehören Epithelien, Schleimhautflüssigkeiten, welche Abwehrstoffe enthalten, und sog. 
Defensine, welche Pilze und Bakterien lysieren können. Erst wenn relevante Mengen der 
potentiell gefährlichen Substanzen diese Barrieren überwinden und mit Körperzellen in 
Kontakt treten, kommt das Immunsystem zum Einsatz. Dabei tritt zunächst die 
angeborene/unspezifische Immunantwort in Form einer unspezifischen Entzündung ein. 
Makrophagen erkennen die körperfremde Substanz und reagieren mit der Freisetzung von 
Zytokinen, welche die Permeabilität der Blutgefäßwände erhöhen, so dass Proteine und 
Flüssigkeit ins Gewebe gelangen. Zudem wird die Adhäsionskraft des Gefäßendothels erhöht, 
so dass Blutzellen anheften und durch die Gefäßwand ins Gewebe einwandern können. 
Außerdem werden von den Makrophagen Chemokine sezerniert, die Zellen mit 
Chemokinrezeptoren aus dem Blut anlocken, v. a. phagozytische neutrophile Zellen und 
Monozyten. Letztere differenzieren schnell zu Makrophagen und werden zusammen mit den 
Neutrophilen als Entzündungszellen bezeichnet, die eine Schadensbegrenzung versuchen. 
Durch das Vorhandensein antigenpräsentierender Zellen (APC) wird die spezifische 
Immunantwort eingeleitet. Die unreifen APC nehmen das Antigen auf, werden dadurch 
aktiviert und wandern zum nächsten Lymphknoten, wo sie das Antigen den T-Lymphozyten 
präsentieren. Der Aufbau der spezifischen Abwehr benötigt wesentlich mehr Zeit als die 
unspezifischen Sofortreaktionen, ermöglicht aber bei erneutem Kontakt mit dem Allergen 
eine sehr schnelle und effektive Abwehr (Janeway, 2002; Grevers & Röcken, 2008). 
Zum Immunsystem gehören Mastzellen, neutrophile, eosinophile und basophile 
Granulozyten, T- und B-Lymphozyten, natürliche Killerzellen sowie Monozyten. Die 
Interaktionen zwischen diesen Immunzellen erfolgen einerseits über Zell-Zell-Kontakte 
mittels Oberflächenmolekülen, zum anderen über Mediatoren. Hierzu gehören Zytokine 
(Interleukine, Wachstumsfaktoren und Interferone) mit vielfältigen Funktionen sowie 
Chemokine zur Steuerung der Zell-Migration (Grevers & Röcken, 2008). 
Die Zellen des Immunsystems sind mobil und bewegen sich über das Blut sowie das 
Lymphsystem. Sie entstammen alle dem hämatopoetischen System und finden ihren Ursprung 
im Knochenmark (primäres Lymphorgan), wo sie aus pluripotenten Vorläuferzellen gebildet 
werden. In verschiedenen Reifezuständen verlassen sie dann das Knochenmark. 
Beispielsweise sind B-Lymphozyten, Makrophagen und Monozyten als sog. naive Zellen 
(d. h. noch nicht stimuliert) bereits funktionstüchtig. Hingegen verlassen die T-Lymphozyten 
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das Knochenmark in sehr unreifem Zustand, eine Differenzierung findet erst im Thymus statt, 
dem zweiten primären Lymphorgan. Dort kommt es zur Biosynthese der spezifischen T-Zell-
Rezeptoren und zur Selektion der nützlichen T-Lymphozyten. Ungefähr 90 % der Zellen 
werden eliminiert, um zu verhindern, dass T-Zellen mit Rezeptoren gegen körpereigene 
Antigene (Autoantigene) freigesetzt werden. Als sekundäre Lymphorgane werden 
Lymphknoten, Milz und mukosaassoziierte lymphatische Gewebe (MALT), d. h. unterhalb 
von Schleimhäuten, bezeichnet. Diese fungieren als Reservoir für T- und B-Lymphozyten, 
Monozyten und Makrophagen und dienen der Einleitung und Koordinierung von 
Immunreaktionen sowie der Unterhaltung des immunologischen Gedächtnisses (Janeway, 
2002; Grevers & Röcken, 2008). 
Die Zellen des Immunsystems erfüllen verschiedene Aufgaben. Die zu den Monozyten 
gehörenden antigenpräsentierenden Zellen (APC) phagozytieren das Antigen und 
präsentieren den T-Zellen Bruchstücke. Hierbei sind vor allem dentritische Zellen von 
Bedeutung, wobei auch Makrophagen und B-Lymphozyten als APC fungieren können. Die in 
vielen Körpergeweben vorhandenen Makrophagen gehören zu den Phagozyten und sind ein 
wesentlicher Bestandteil der angeborenen Immunantwort. Mastzellen befinden sich in der 
Nähe kleiner Blutgefäße und sind in der Lage, Endzündungsmediatoren schnell zu bilden und 
freizusetzen. Sie sind sowohl an der initialen als auch an der Effektorphase der Immunantwort 
beteiligt und spielen insbesondere beim IgE-vermittelten Soforttyp eine Rolle. Granulozyten 
sind reine Effektor-Zellen, phagozytieren befallene Zellen (neutrophile Granulozyten) und 
spielen eine wesentliche Rolle bei der unspezifischen, initialen Entzündungsreaktion. Zudem 
steuern sie die Immunantwort über die Ausschüttung von Chemokinen und Zytokinen 
(basophile und eosinophile Granulozyten). Natürliche Killerzellen tragen zur unspezifischen 
Immunantwort bei, indem sie anomale Zellen erkennen und abtöten (Janeway, 2002; Grevers 
& Röcken, 2008). 
Die spezifische Abwehr erfolgt durch T- und B-Lymphozyten. Jeder reife Lymphozyt trägt 
Antigenrezeptoren einer einzigen Spezifität, die während der Entwicklung im Knochenmark 
bzw. Thymus gebildet werden. Durch einen einzigartigen genetischen Mechanismus entstehen 
Millionen verschiedener Variationen der Rezeptor-codierenden Gene und somit Millionen 
von Lymphozyten, die sich in ihren spezifischen Rezeptoren unterscheiden. Jedoch werden 
nur diejenigen Lymphozyten aktiviert, die auf das passende Antigen treffen, was zur 
Proliferation und Differenzierung führt (Janeway, 2002). 
T-Zellen stellen das Bindeglied zwischen unspezifischer und spezifischer Immunantwort dar. 
Man unterscheidet CD4+- oder T-Helferzellen (TH) und CD8+- oder zytotoxische Zellen (TC), 
wobei TH-Zellen das charakteristische Oberflächenmolekül CD4 und TC-Zellen CD8 
synthetisieren. Je nach Differenzierung können T-Helferzellen die zelluläre Immunantwort, 
d. h. entzündliche Immunantworten über Zytokine induzieren oder bremsen (TH1/TH17), die 
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humorale Immunantwort, d. h. IgE-Produktion in den B-Lymphozyten anregen (TH2) oder 
Immunantworten unterdrücken (Treg). Zytotoxische Zellen sind in der Lage, Zielzellen zu 
zerstören. Über einen spezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR) erkennen die naiven 
T-Lymphozyten Antigene, die auf der Oberfläche körpereigener Zellen präsentiert werden 
(Janeway, 2002; Grevers & Röcken, 2008). 
B-Lymphozyten werden durch Bindung des Antigens an die spezifischen B-Zell-Rezeptoren 
(BCR) aktiviert und sind verantwortlich für die Antikörperproduktion (Immunglobuline). 
Zudem regulieren sie als APC die Immunantwort, indem sie Antigene auf MHC-Molekülen 
(Major-Histocompatibility-Complex) präsentieren und Zytokine bilden können. Vermutlich 
unterdrücken sie zellvermittelte Immunantworten und fördern die Differenzierung von TH2 
und Treg (Grevers & Röcken, 2008). 
Immunglobuline (Ig) sind entweder als Oberflächenmoleküle an B-Lymphozyten gebunden 
(B-Zell-Rezeptoren), oder sie werden als Antikörper sezerniert. Die Funktionen der 
Antikörper bestehen darin, Antigene spezifisch zu binden und andere Zellen und Moleküle 
zur Immunabwehr zu mobilisieren. Immunglobuline bestehen aus zwei identischen schweren 
(H) und zwei identischen leichten (L) Ketten (Abb. 2). Jede H-Kette besteht dabei aus einer 
variablen und 3 bis 4 konstanten Regionen, jede L-Kette aus einer variablen und einer 
konstanten Region. Die variablen Abschnitte binden das Antigen und bestimmen die 
Antigenspezifität, während das C-terminale Ende der konstanten Kette den Isotyp und damit 
die Funktion des Antikörpers, d. h. die Effektormechanismen bestimmt. 
 
 
Abb. 2: Schematische Darstellung eines Immunglobulins. Abbildung aus Grevers & Röcken (2008)  
 
Man unterscheidet folgende Isotypen: 
• IgA: bedeutendstes Immunglobulin in Schleimhautsekreten 
• IgM: auch beteiligt an Schleimhaut-Abwehr; gebildet auf der Oberfläche naiver 
B-Lymphozyten 
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• IgG: größter Anteil an Immunglobulinen, im Zusammenhang mit Entzündungen 
bedeutend 
• IgE: < 0,01 % der Immunglobuline, allergologisch bedeutend 
B-Lymphozyten sind in der Lage, ihren Isotyp zu wechseln (Isotypenswitch) oder die 
Rezeptorstruktur im Laufe der Immunantwort so zu verändern, dass eine höhere Affinität 
resultiert (Affinitätsreifung) (Janeway, 2002; Grevers & Röcken, 2008; Jäger et al., 2008). 
 
 
2.1.2.2 Antigene 
 
Grundsätzlich kann jeder körperfremde Stoff als Antigen wirken. Hinsichtlich des 
Sensibilisierungsweges können zwei Gruppen von Antigenen unterschieden werden. Zum 
einen ist eine Sensibilisierung nach oraler Aufnahme möglich. Auf demselben Weg wird bei 
erneutem Kontakt die allergische Reaktion ausgelöst. Dabei muss das Allergen den 
Gastrointestinaltrakt passieren und in intakter Form über die Mukosa aufgenommen werden. 
Hierzu gehören klassische Nahrungsmittelallergene, z. B. aus Ei, Fisch, Milch oder Erdnuss. 
Andererseits ist eine Sensibilisierung über die Atemwege möglich. Dies ist bei Pollenallergien 
der Fall. Wird nun ein kreuzreaktives Nahrungsmittelallergen (z. B. aus Apfel oder Karotte) 
aufgenommen, kommt es durch Resorption über die Mundschleimhaut zur allergischen 
Reaktion, in erster Linie zum sog. oralen Allergiesyndrom (OAS). Solche kreuzreaktiven 
Nahrungsmittelallergene sind in der Regel instabil und werden bei der gastrointestinalen 
Verdauung abgebaut (Pichler, 1998; Jäger et al., 2008). 
 
 
2.1.2.3 Ablauf der Immunreaktion 
 
Die Immunreaktion wird in zwei Phasen unterteilt. Die Sensibilisierungsphase 
(Immunantwort) beschreibt den Zeitraum vom Allergenkontakt bis zur Antikörper-Bildung 
sowie Proliferation spezifischer reaktionsfähiger T-Effektorzellen, wobei noch keine 
Symptome auftreten. Kommt es nun zum erneuten Allergenkontakt, dann tritt die 
Manifestationsphase mit der pathogenen Immunreaktion ein (Jäger et al., 2008). Einen 
Überblick über die Vorgänge während der beiden Phasen, auf die im Folgenden näher 
eingegangen wird, gibt Abb. 3.  
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Abb. 3: Ablauf der Immunreaktion am Beispiel der Erdnussallergie. Abbildung aus Burks (2008), 
modifiziert  
 
Sensibilisierungsphase 
Für die Sensibilisierung (und Auslösung der allergischen Reaktion) über die 
Darmschleimhaut ist es entscheidend, dass vollständige Epitope oder gar intakte Proteine 
resorbiert werden. Dies geschieht im Wesentlichen über M-Zellen, die in Abb. 4 (links) 
schematisch dargestellt sind. Zwar sind auch Endozytose über Epithelzellen und parazelluläre 
Aufnahme möglich, diese Mechanismen spielen jedoch nur eine untergeordnete Rolle. 
M-Zellen sind spezialisierte Darmzellen an der Oberfläche der Peyer-Plaques, einem 
Bestandteil des darmassoziierten lymphatischen Gewebes (GALT), und sind in der Lage, 
Makromoleküle transzellulär aus dem Darmlumen zu transportieren. Aufgrund der 
Taschenbildung auf der basalen Seite stehen sie in engem Kontakt mit APC, welche das 
resorbierte Antigen sofort erkennen und phagozytieren (Grevers & Röcken, 2008; Jäger et al., 
2008). 
Inhalierte Allergene werden über die Schleimhäute der Atemwege aufgenommen und von 
APC prozessiert. Im Atmungsepithel sind myeloide, d. h. unreife dentritische Zellen am 
bedeutendsten. Nach Aufnahme des Antigens werden diese aktiviert und sind dann in der 
Lage, in regionale Lymphknoten zu wandern, wo sie zu professionellen, d. h. 
vollausgebildeten APC differenzieren (Janeway, 2002). 
Die APC erfüllen nun mehrere Funktionen. Zum einen wird das aufgenommene Antigen zu 
Epitopen aus 7 bis 15 Aminosäuren gespalten. Diese prozessierten Bruchstücke werden dann 
an die Zelloberfläche transportiert und dort mittels MHC den naiven T-Lymphozyten 
präsentiert (Abb. 4 rechts), wobei zwei MHC-Klassen unterschieden werden (MHC-I und 
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MHC-II). Zudem werden Zytokine (z. B. das Interleukin IL-1) freigesetzt, die für die 
T-Zell-Aktivierung notwendig sind. Mit Hilfe der APC können Antigene auch in regionale 
Lymphknoten transportiert und dort präsentiert werden (Grevers & Röcken, 2008; Jäger et 
al., 2008). 
 
 
Abb. 4: links: M-Zelle in Kontakt mit einer APC; rechts: APC in Kontakt mit einer T-Zelle. 
Abbildungen aus Grevers & Röcken (2008)  
 
Wird das präsentierte Antigen-Peptid vom spezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR) erkannt, so 
kommt es zur Ausbildung eines trimolekularen „Erkennungskomplexes“ aus Antigen, TCR 
und MHC. Zur Aktivierung der naiven T-Lymphozyten sind zudem IL-1 sowie verschiedene  
Adhäsions- und costimulatorische Moleküle nötig. Die membranständigen Corezeptoren CD4 
und CD8 bestimmen, mit welchem MHC-Typ der T-Lymphozyt interagiert. MHC-I-Moleküle 
werden nur von CD8+-T-Zellen erkannt und MHC-II von CD4+-T-Zellen. Zudem spielen 
weitere membranständige costimulatorische Moleküle sowie Adhäsionsmoleküle eine Rolle, 
welche die Zellaffinität festlegen. Die Aktivierung der naiven T-Zellen bewirkt zunächst die 
Proliferation und klonale Vermehrung mit Hilfe des Interleukins IL-2, um eine ausreichende 
Anzahl an T-Zellen für die Immunantwort zu gewinnen. Nach vier bis fünf Tagen kommt es 
zur Differenzierung zu T-Effektor-Zellen, die von den ausgeschütteten Zytokinen bestimmt 
wird. CD4+-T-Zellen können sich zu TH1- oder TH2-Zellen entwickeln, wobei IL-4 und 
geringe Allergen-Dosen eine Differenzierung zu TH2-Zellen begünstigen können. TH2-Zellen 
sezernieren IL-4 und IL-5 zur B-Zell-Aktivierung, interagieren im Lymphknoten mit 
B-Lymphozyten und bewirken so eine Immunglobulinproduktion (humorale Immunantwort). 
TH1-Zellen sind in der Lage, den Lymphknoten zu verlassen, über das Blut zum 
ursprünglichen Schädigungsort zu wandern und dort die entzündliche Immunantwort zu 
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stimulieren (zelluläre Immunantwort). Sie bilden das Interferon IFN-γ, das wichtigste Zytokin 
zur Makrophagenaktivierung (Janeway, 2002; Grevers & Röcken, 2008; Jäger et al., 2008). 
 
 
Abb. 5: Aktivierung einer B-Zelle, Produktion und Ausschüttung von IgE-Antikörpern und deren 
Bindung an hochaffine IgE-Rezeptoren. Abbildung aus Grevers & Röcken (2008)  
 
Die Aktivierung der B-Zellen ist in Abb. 5 dargestellt. Die naiven B-Lymphozyten müssen 
vor der Aktivierung zunächst mit dem Antigen in Kontakt treten. Dabei dient Oberflächen-
Immunglobulin als spezifischer B-Zell-Rezeptor (BCR), bindet das Antigen und transportiert 
es ins Zellinnnere. Dort wird das Antigen prozessiert und gebunden an MHC-Moleküle der 
Klasse II an die Zelloberfläche transportiert. Antigenspezifische TH2-Zellen können nun den 
präsentierten Peptid-MHC-II-Komplex erkennen und aktivieren die B-Zelle durch 
Biosynthese zellgebundener und sezernierter Effektormoleküle. Als Oberflächenmoleküle ist 
v. a. der CD40-Ligand von Bedeutung, der an das CD40-Oberflächenmolekül der B-Zelle 
bindet und unabdingbar für alle Isotypenwechsel ist, aber auch andere costimulatorische 
Liganden und Adhäsionsmoleküle werden synthetisiert. Bei den sezernierten Zytokinen 
handelt es sich u. a. um IL-4, welches die klonale Vermehrung der B-Zellen hervorruft, und 
IL-5 sowie IL-6, die in späteren Stadien der B-Zell-Aktivierung eine Rolle spielen. Nach 
mehreren Proliferationszyklen differenzieren die B-Zellen zu antikörpersezernierenden 
Plasmazellen. Der Antikörper-Isotyp wird durch die T-Zell-Zytokine festgelegt. 
Beispielsweise bewirken IL-4 und IL-13 die Umschaltung der initialen Produktion von IgM 
auf IgE (Janeway, 2002; Grevers & Röcken, 2008; Jäger et al., 2008). 
Im Gegensatz zu anderen Immunglobulinen, die sich in freier Form in Körperflüssigkeiten 
befinden, liegt IgE zum größten Teil an Zellen gebunden vor. Es kann über niedrigaffine 
IgE-Rezeptoren (FcεRII) an verschiedenen Zellen wie B-Lymphozyten, Makrophagen und 
eosinophilen Granulozyten binden sowie über hochaffine Rezeptoren (FcεRI) an Mastzellen, 
basophilen Granulozyten und aktivierten Eosinophilen. IgE-vermittelte allergische 
Sofortreaktionen sind fast ausschließlich auf Mastzellen zurückzuführen (Janeway, 2002). 
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Manifestationsphase 
Im Folgenden wird nur auf die IgE-vermittelte Reaktion eingegangen. Diese wird auch als 
atopische Reaktion bezeichnet. Nach World Allergy Organization (WAO) handelt es sich bei 
Atopie um eine individuelle oder familiär bedingte Tendenz, durch geringe Mengen an 
Allergen, meist Proteinen, sensibilisiert zu werden und IgE-Antikörper zu bilden. Dadurch 
kommt es zu typischen Symptomen wie Asthma, Rhinokonjunktivitis (Heuschnupfen) oder 
Ekzemen (Johansson et al., 2004). 
 
 
Abb. 6: Mastzellaktivierung und Sofortreaktion. Abbildung aus Grevers & Röcken (2008)  
 
Die Manifestation kann in drei Phasen eingeteilt werden: die Sofortreaktion, die verzögerte 
Phase sowie die chronische Reaktion. Bei der Sofortreaktion, die innerhalb von Sekunden 
beginnt, kommt es zur Ausschüttung von Mediatoren durch aktivierte Mastzellen. Diese 
exprimieren das Gen für den hochaffinen IgE-Rezeptor (FcεRI) dauerhaft auf ihrer 
Oberfläche, an die nach Sensibilisierung spezifische IgE gebunden sind. Bei erneutem 
Allergenkontakt kommt es zur Quervernetzung gebundener IgE-Moleküle („bridging“) 
(Abb. 6). Infolge dessen werden die Mastzellen aktiviert und schütten zahlreiche gespeicherte 
Mediatoren aus (Degranulation). Hierzu gehört Histamin, das zu einer sofortigen Erhöhung 
der lokalen Durchblutung und der Gefäßpermeabilität führt. Zahlreiche Enzyme führen zum 
Abbau von Bindegewebsproteinen und somit zu Gewebeschäden. Zudem kommt es zur 
Synthese von entzündungsfördernden Chemokinen und anderen Chemokinen wie IL-4 und 
IL-13, welche die TH2-Reaktion aufrecht erhalten, sowie Lipidmediatoren. All diese 
Mediatoren tragen nicht nur zur sofortigen, sondern auch zur verzögerten Phase der 
Entzündungsreaktion bei. Vor allem Lipidmediatoren wirken schnell und führen zur 
Kontraktion der glatten Muskulatur sowie zur Erhöhung der Gefäßpermeabilität. Die Folgen 
sind Spasmen der glatten Muskulatur, Hyperämie und Ödeme. Bei intrakutaner Applikation 
äußert sich dies durch Quaddelbildung, nach oraler Aufnahme durch Reizungen von Mund- 
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und Rachenschleimhaut oder Durchfall (Steinhart et al., 2001; Janeway, 2002; Grevers & 
Röcken, 2008; Jäger et al., 2008). 
An der verzögerten Phase, die nach ca. 8 bis 12 h eintritt, sind neben Mastzellen noch weitere 
Effektorzellen beteiligt, v. a. TH2-Zellen, Basophile und aktivierte Eosinophile. Diese werden 
durch die von Mastzellen ausgeschütteten Zytokine und Mediatoren mobilisiert und 
verstärken die Entzündungsreaktion. Der Tumornekrosefaktor TNF-α, der teils aus Speichern 
der Mastzellen stammt und teils neu synthetisiert wird, aktiviert Endothelzellen zur 
verstärkten Biosynthese von Adhäsionsmolekülen. Diese fördern das Eindringen 
inflammatorischer Leukozyten und Lymphozyten ins Gewebe. Auch Lipidmediatoren 
induzieren den Zustrom und die Aktivierung von Leukozyten. Insbesondere Leukotriene sind 
wichtig für die Aufrechterhaltung der Entzündungsreaktion in Geweben. Bei den angelockten 
Eosinophilen kommt es nach Aktivierung zur Degranulierung und Freisetzung toxischer 
Proteine sowie zur Synthese chemischer Mediatoren (Prostaglandine, Leukotriene, Cytokine). 
Dadurch locken sie weitere Eosinophile an und fördern die Degranulierung weiterer 
Mastzellen und basophiler Granulozyten, wodurch  die Entzündungsreaktion verstärkt wird. 
Basophile reagieren ähnlich wie Eosinophile und Mastzellen. Es kommt zu einer zweiten 
Kontraktionsphase der glatten Muskulatur und zu anhaltenden Ödemen (Steinhart et al., 
2001; Janeway, 2002; Grevers & Röcken, 2008; Jäger et al., 2008). 
Eine chronische Entzündung kann leicht entstehen, wenn das Antigen weiterhin vorhanden ist 
und spezifische TH2-Zellen stimuliert, wodurch wiederum Eosinophile aktiviert und 
IgE-Antikörper produziert werden. Diese Phase ist gekennzeichnet durch Hyperaktivität, d. h. 
erhöhte IgE- und Zytokinproduktion, und damit verbundenen irreversiblen 
Gewebsveränderungen, wobei Eosinophile als Hauptverursacher vermutet werden (Steinhart 
et al., 2001; Janeway, 2002; Grevers & Röcken, 2008; Jäger et al., 2008). 
Bei IgE-vermittelten Nahrungsmittelallergien sind das orale Allergiesyndrom und 
Gastroenteritis die wichtigsten lokalen Manifestationen. Neben diesen Reaktionen, die örtlich 
begrenzt im Bereich der Resorption auftreten, sind auch systemische Reaktionen möglich. 
Diese kommen zustande, wenn das Allergen in die Blutgefäße gelangt und sich dadurch 
weiträumig im Körper verteilt. Solche systemischen Reaktionen sind Urtikaria (Nesselsucht), 
Quincke-Ödem, Rhinitis (Fließschnupfen) und Asthma sowie anaphylaktischer Schock. Die 
Anaphylaxie entsteht durch eine weit um sich greifende Gefäßerweiterung und ist 
gekennzeichnet durch einen lebensgefährlichen Blutdruckabfall. Zudem ziehen sich die 
Atemwege zusammen und der Kehldeckel kann anschwellen, so dass Erstickungsgefahr 
besteht (Steinhart et al., 2001; Janeway, 2002; Jäger et al., 2008). 
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2.1.3 Eigenschaften von Nahrungsmittelallergenen 
 
Bei Antigenen wird allgemein zwischen Voll- und Halbantigenen unterschieden. Vollantigene 
sind als solche in der Lage, eine Immunantwort auszulösen, da sie die erforderliche Größe 
(mindestens 5 kDa) und eine komplexe Struktur aufweisen. Dabei handelt es sich meist um 
Proteine oder Glykoproteine. Dagegen stellen Halbantigene, auch Haptene genannt, 
niedermolekulare Verbindungen dar, die nicht unmittelbar eine Immunantwort auslösen 
können, sondern erst durch Bindung an ein Carriermolekül zum Vollantigen werden. Hierzu 
zählen einige Lebensmittelzusatzstoffe. Da es sich bei den im Rahmen dieser Arbeit 
untersuchten Allergenen um Vollantigene handelt, wird im Weiteren nur noch auf diese 
eingegangen (Jäger, 1998; Jäger et al., 2008). 
Entscheidend für die Antikörperbindung sind bestimmte Bereiche eines Proteins aus ca.  
8 bis 15 Aminosäuren, die sog. Epitope oder Antigendeterminanten. Diese können einerseits 
lineare Bereiche in der Aminosäuresequenz sein (Sequenzepitope) oder aus durch 
Proteinfaltung nahe beieinander liegenden Bereichen entstehen (Konformationsepitope). 
Allergene müssen mindestens zwei Epitope enthalten, um wie in Kapitel 2.1.2.3 beschrieben 
die an Mastzellen gebundenen IgE querzuvernetzen und so eine allergische Reaktion auslösen 
zu können (Jäger, 1998; Steinhart et al., 2001). 
Für die einheitliche Bezeichnung von Allergenen wird eine spezielle Nomenklatur verwendet, 
wonach sich der Name eines Allergens aus den ersten drei Buchstaben der Gattung, dem 
Anfangsbuchstaben der Spezies sowie einer Zahl zusammensetzt, welche die Reihenfolge der 
Isolierung beschreibt. So wird beispielsweise das Allergen, das als erstes aus der Karotte 
(Daucus carota) isoliert wurde, als Dau c 1 bezeichnet (Grevers & Röcken, 2008). 
Einige Proteineigenschaften stehen im Zusammenhang mit einer erhöhten allergenisierenden 
Wirkung und gelten daher als Charakteristika für Allergene. Meist handelt es sich um 
Proteine oder Glykoproteine mit einer Molekülmasse von 5 bis 80 kDa und einem 
isoelektrischen Punkt im sauren pH-Bereich (Jäger, 1998; Maleki et al., 2000b; Paschke, 
2008). Entscheidend ist die Fähigkeit, Haut- und Schleimhautbarrieren zu überwinden 
(Grevers & Röcken, 2008). Auch das reichliche Vorkommen des Allergens in der Nahrung ist 
ein wichtiger Faktor, wobei aber ein hoher Allergengehalt nicht zwangsläufig ein hohes 
allergenes Potential ausmacht. Jedoch erhöht sich bei Aufnahme beträchtlicher Mengen eines 
Allergens über einen längeren Zeitraum die Wahrscheinlichkeit, eine Allergie zu entwickeln 
(Jäger, 1998; Bredehorst & David, 2001; Breiteneder & Mills, 2005b). Das wichtigste 
Kriterium hinsichtlich des allergenen Potentials ist die Stabilität des Proteins gegenüber 
Denaturierungsprozessen während der Lebensmittelverarbeitung sowie gegenüber der 
gastrointestinalen Verdauung. Eine Verdauungsresistenz ist vor allem bei solchen Allergenen 
entscheidend, welche eine Sensibilisierung und allergische Reaktion über die 
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Darmschleimhaut hervorrufen. Einen stabilisierenden Effekt haben eine kompakte 
dreidimensionale Struktur, die Bindung von Liganden, Disulfidbrücken sowie 
Glykosylierung. Aber auch Wechselwirkungen mit Zellmembranen oder anderen 
Lipidstrukturen im Lebensmittel sowie die Bildung von Aggregaten wirken sich stabilisierend 
auf das Protein aus (Bredehorst & David, 2001; Breiteneder & Mills, 2005b; Breiteneder & 
Mills, 2005a). 
Einige Allergene sind in ihrer Struktur so ähnlich, dass sie von gleichen spezifischen 
Antikörpern erkannt werden. Man spricht hierbei von sog. Kreuzreaktivität. Stimmen 
Allergene in ihrer Aminosäuresequenz zu mindestens 60 % überein, so gilt eine 
Kreuzreaktivität als bewiesen (Steinhart et al., 2001). Die Karottenallergie gehört zu den 
pollenassoziierten Nahrungsmittelallergien, wobei die Sensibilisierung über ein 
Inhalationsallergen der Birke erfolgt. Bei Aufnahme der homologen Karottenallergene kommt 
es dann zur allergischen Reaktion. Eine assoziierte Nahrungsmittelallergie gegen bestimmte 
Obst- und Gemüsesorten tritt bei bis zu 20 % der Baumpollenallergiker auf (Grevers & 
Röcken, 2008). 
 
 
2.1.4 Beeinflussung des allergenen Potentials durch die Verarbeitung von 
Lebensmitteln 
 
Einen großen Einfluss auf das allergene Potential von Lebensmitteln hat die Hitzebehandlung. 
Dabei kommt es zu strukturellen Veränderungen von Proteinen, die auch eine Änderung des 
allergenen Potentials mit sich bringen können, wobei insbesondere Konformationsepitope 
betroffen sind. Das Ausmaß der Veränderungen ist abhängig von Temperatur und Dauer der 
Hitzebehandlung, vom Protein selbst und von der physiko-chemischen Umgebung, z. B. vom 
pH-Wert. Typischerweise kommt es ab 55 bis 70 °C zunächst zum Verlust der Tertiärstruktur, 
einhergehend mit einer zunächst noch reversiblen Auffaltung. Bei ca. 80 °C ist ein nahezu 
kompletter Verlust der Sekundärstruktur  mit Spaltung von Disulfidbrücken zu beobachten, so 
dass das Protein in aufgefalteter Random-Coil-Struktur vorliegt. Bei stärkerer Erhitzung 
kommt es nun zu einer irreversiblen Auffaltung, indem neue intra- und intermolekulare 
Wechselwirkungen und Disulfidbrücken entstehen (90 bis 100 °C). Oberhalb von 100 °C ist 
zum einen Aggregation zu beobachten, welche zu veränderten Oberflächeneigenschaften der 
Proteine führt. Zum anderen kommt es zur chemischen Modifizierung durch andere 
Lebensmittelbestandteile. So können Reaktionen mit Zuckern zur Bildung von Maillard-
Reaktionsprodukten (MRP) führen. Auch typische Lipidperoxidationsprodukte wie 
Malondialdehyd oder 4-Hydroxynonenal reagieren mit Seitenketten in Proteinen. Somit ist 
durch die Hitzebehandlung nicht nur eine Zerstörung vorhandener Epitope denkbar, sondern 
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auch eine Bildung neuer Epitope. Auch eine partielle Rückfaltung der Proteine nach 
Abkühlung ist möglich, so dass zerstörte Konformationsepitope wieder hergestellt oder neue 
gebildet werden. Lebensmittelallergene unterscheiden sich stark hinsichtlich ihrer Reaktion 
auf Hitzebehandlung. Während Früchte der Rosaceae und Karotten hitzelabile Proteine (v. a. 
Homologe des Birkenpollenallergens Bet v 1) enthalten, gibt es auch zahlreiche partiell 
stabile (z. B. Sojabohne, Getreide, Sellerie) und stabile Allergene (z. B. Milch, Fisch, Ei, 
Erdnuss) (Davis & Williams, 1998; Wal, 2003; Paschke, 2008). 
Die Entstehung von Neoallergenen wurde unter anderem von Malanin et al. (1995) gezeigt. 
Diese Studie berichtet von einer Patientin, die eine anaphylaktische Reaktion auf Kekse mit 
gerösteten Pekannüssen zeigte, wobei sie frische Pekannüsse tolerierte. Hierfür war die 
Entstehung eines IgE-reaktiven Neoallergens mit einer Molekülmasse von 15 kDa 
verantwortlich, welches erst bei Lagerung oder Röstung von Pekannüssen entstand, 
wahrscheinlich aufgrund von Umfaltungsreaktionen. (Malanin et al., 1995), (Ilchmann et al., 
2010) 
Eine Bildung von Neoepitopen durch die Maillard-Reaktion konnte von Ilchmann et al. 
(2010) nachgewiesen werden. Dabei wurde Ovalbumin (OVA) mit Zucker inkubiert und die 
Aktivierung von spezifischen CD4+-T-Zellen untersucht. Im Vergleich zum nativen, 
unbehandelten Protein zeigten die mit AGE-OVA kultivierten T-Zellen eine deutlich stärkere 
Proliferation und eine verstärkte Zytokinfreisetzung. Die erhöhte T-Zell-Aktivierung ist auf 
eine gesteigerte Aufnahme des AGE-OVA durch dentritische Zellen zurückzuführen, für die 
spezielle Rezeptoren, sog. Scavenger-Rezeptoren (SR-AI/II), verantwortlich sind. 
Auch biochemische Verfahren wie Fermentation oder Proteolyse können zur Senkung der 
Allergenität zum Einsatz kommen. So konnte gezeigt werden, dass nach Fermentation von 
Milch mit Milchsäurebakterien eine 99 %ige Reduktion der Antigenität von α-Lactalbumin 
und β-Lactoglobulin beobachtet werden kann. Hingegen zeigte sich mittels Skin-Prick-Test, 
dass die in vivo-Allergenität der Milch durch Fermentation kaum beeinflusst wurde 
(Jedrychowski & Wroblewska, 1999). Die Behandlung mit Verdauungsenzymen zeigt bei den 
einzelnen Milchproteinen unterschiedliche Wirkungen. Während Caseine und Serumalbumin 
bereits beim Pepsinverdau sehr schnell abgebaut werden, erwies sich insbesondere 
β-Lactoglobulin als sehr resistent und wurde erst während der Behandlung mit 
Pankreasenzymen nahezu vollständig abgebaut (Schmidt et al., 1995; Astwood et al., 1996). 
Eine Behandlung von Milchproteinen mit Proteasen kommt beispielsweise bei der 
Herstellung hypoallergener Säuglingsnahrungen zum Einsatz, kombiniert mit 
Hitzedenaturierung und z. T. Ultrafiltration. Das Ziel hiervon ist die Zerstörung aller 
Konformations- und Sequenzepitope. Extensiv hydrolysierte Säuglingsnahrungen, die zur 
Ernährung von Kindern mit Kuhmilchallergie vorgesehen sind, zeigen bei den meisten 
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Patienten keinerlei klinische Symptome, wobei Überempfindlichkeitsreaktionen in 
Ausnahmefällen möglich sind (Besler et al., 2001; Paschke, 2008). 
Neben der thermischen und proteolytischen Behandlung können auch andere technologische 
Prozesse die Allergenität senken. Ein Beispiel ist das Schälen von Pfirsichen, deren 
Hauptallergen Pru p 1 zu den sehr stabilen Lipidtransferproteinen gehört. Weder durch 
Hitzebehandlung noch durch Inkubation mit Proteasen ist eine Verringerung des allergenen 
Potentials möglich. Jedoch befindet sich das Allergen hauptsächlich in der Schale, so dass ein 
Großteil durch Schälen der Pfirsiche entfernt werden kann. Zur Herstellung von 
Pfirsichnektar erwies sich zudem die Ultrafiltration mit entsprechender Ausschlussgröße als 
geeignetes Verfahren zur deutlichen Reduktion des allergenen Potentials (Brenna et al., 
2000). 
Die Abtrennung der Proteinfraktion aus Lebensmitteln führt zu einer deutlichen Senkung der 
Allergenität. Beispiele hierfür sind die Butterung oder die Herstellung von Pflanzenölen. So 
konnte gezeigt werden, dass Erdnussöl in den meisten Fällen keine allergische Reaktion mehr 
hervorruft. Jedoch sind im Öl noch Proteine im Spurenbereich (10 µg/ml oder weniger) zu 
finden, worauf einige Patienten reagieren. Eine Raffination des Öls führt zur weiteren 
Reduktion des Proteingehaltes und verringert das Risiko einer allergischen Reaktion (Besler 
et al., 2001; Paschke, 2008). 
Grundsätzlich sind auch gentechnische Verfahren zur Entallergenisierung denkbar. Studien 
mit den Erdnussallergenen Ara h 1 und Ara h 2 konnten zeigen, dass der Austausch einer 
einzelnen Aminosäure in jedem Epitop zum Verlust des IgE-Bindungsvermögens führt. 
Entsprechend gezielt veränderte Ara h 1- und Ara h 2-Gene könnten ihre allergenen 
Homologen im Erdnussgenom ersetzen, wodurch die Epitope eliminiert und damit das 
allergene Potential effektiv gesenkt werden könnte (Burks et al., 1997; Stanley et al., 1997). 
Allerdings finden gentechnisch veränderte Lebensmittel hierzulande keine allgemeine 
Akzeptanz beim Verbraucher (Paschke, 2008). 
 
 
2.2 Die Karottenallergie 
 
2.2.1 Allgemeines zur Karotte (Daucus carota L.) 
 
Die Karotte ist ein sehr beliebtes Gemüse in Deutschland und lag im Jahr 2009 mit einem 
Pro-Kopf-Verbrauch von 9,6 kg auf dem zweiten Platz hinter den Tomaten. Weltweit wurden 
2009 ca. 28 Mio. Tonnen Karotten erzeugt, wobei der Hauptanbau in Asien und Europa 
stattfindet. Erzeugungsschwerpunkte in Europa sind Polen und Großbritannien (LEL, 2010). 
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Die Karotte gehört zur Familie der Doldengewächse (Apiaceae oder Umbelliferae). Es 
handelt sich um eine zweijährige Pflanze, die im ersten Jahr die typische fleischige Wurzel 
bildet, nach Überwinterung blüht und die Samen ausbildet (Körber-Grohne, 1994). Die 
genaue Abstammung der heutigen Kulturmöhre ssp. sativa ist nicht geklärt. Vermutlich 
entstand sie aus einer Kreuzung der Wildformen ssp. carota und maxima, wobei auch 
Mutationen von anthocyanreichen Formen (purpurfarbene Möhre) zur gelben, weißen und 
schließlich orangefarbenen Möhre in Betracht gezogen werden (Krug, 1991). Von der 
heutigen Kulturform werden verschiedenste Sorten angebaut, die sich in Form und Größe, im 
Geschmack, in der Farbe und damit dem Carotingehalt, im Verwendungszweck und der 
Anbauzeit unterscheiden (Körber-Grohne, 1994). In Deutschland werden frische Karotten 
von Mitte Juni bis in den Winter hinein geerntet und sind so fast ganzjährig verfügbar (Krug, 
1991).  
 
Tab. 2: Ausgewählte Inhaltsstoffe frischer Karotten (Souci et al., 2008) 
Inhaltsstoff   Gehalt  
Wasser   88,2 g/100g  
Protein (N x 6,25)   0,98 g/100g  
Fett   0,20 g/100g  
Kohlenhydrate   4,80 g/100g  
 Glucose  1,40 g/100g  
 Fructose  1,31 g/100g  
 Saccharose  2,08 g/100g  
Ballaststoffe   0,63 g/100g  
Mineralstoffe   0,86 g/100g  
 Natrium  62 mg/100g  
 Kalium  328 mg/100g  
 Eisen  386 µg/100g  
Carotinoide   11 mg/100g  
 α-Carotin  3,4 mg/100g  
 β-Carotin  7,6 mg/100g  
 
Karotten bestehen zu 88 % aus Wasser. Wie aus Tab. 2 ersichtlich ist, machen Kohlenhydrate 
den Großteil der Trockenmasse aus, während Fett und Protein nur in geringen Gehalten 
vorhanden sind (Souci et al., 2008). Ernährungsphysiologisch bedeutend ist der hohe Gehalt 
an Carotinen in orangefarbenen Möhren (hauptsächlich α- und β-Carotin), und auch 
Xanthophylle und Lycopin sind in geringen Mengen vorhanden. Nur orangefarbene Karotten 
sind reich an Carotin, während rote und violette Karotten hauptsächlich Anthocyane 
enthalten. Gelbe Möhren beinhalten gelbe Farbstoffe und etwas Carotin, weiße enthalten 
keine Farbstoffe (Körber-Grohne, 1994). Den ätherischen Ölen, die zum typischen 
Geschmack beitragen, wird eine gesundheitsfördernde und antibakterielle Wirkung 
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zugesprochen. Zudem wirkt das enthaltene Pektin verdauungsregulierend (Krug, 1991; 
Körber-Grohne, 1994).  
Karotten werden frisch angeboten oder industriell zu Konserven, Tiefkühlgemüse, Säften oder 
Trockenprodukten verarbeitet. Aufgrund der ernährungsphysiologisch wertgebenden 
Inhaltsstoffe ist die Möhre auch als Zutat in Säuglingsnahrungen von großer Bedeutung. 
(Krug, 1991) 
 
2.2.2 Die Karottenallergie 
 
Verschiedene europäische Studien haben ergeben, dass ca. 23 ‒ 25 % aller 
Nahrungsmittelallergiker eine Karottenallergie aufweisen (Eriksson et al., 1982; Etesamifar 
& Wüthrich, 1998). Dabei kann der Verzehr eine allergische Reaktion auslösen. Da die 
Karottenallergie häufig birkenpollenassoziiert auftritt, sind die Symptome meist auf Mund- 
und Rachenraum beschränkt. Dieses sog. orale Allergiesyndrom beinhaltet Jucken, Heiserkeit 
und Husten. Aber auch systemische Reaktionen wie Urtikaria, Angioödem, 
Atembeschwerden, Asthma und Rhinokonjunktivitis (Schnupfen mit Augenjucken und 
Bindehautentzündung) und sogar anaphylaktische Reaktionen können auftreten (Quirce et al., 
1997; Ballmer-Weber et al., 2001; Ballmer-Weber et al., 2005). Dabei können im Einzelfall 
schon sehr geringe Mengen eine allergische Reaktion auslösen, wie z. B. bei Verwendung von 
Karottensaft als färbende Zutat in Speiseeis (Schiappoli et al., 2002). Bei einigen Patienten 
kann auch der Hautkontakt bei Verarbeitung von Karotten Symptome wie Rhinorrhö 
(Nasenlaufen), Niesen und Husten, Urtikaria (Nesselsucht), Juckreiz und Kontaktdermatitis 
auslösen. Dabei ist es durchaus möglich, dass der Verzehr von Karotten toleriert wird (Gómez 
et al., 1996; Quirce et al., 1997; Agustìn-Ubide et al., 2004; Moreno-Ancillo et al., 2005). 
Zusätzlich zu diesen IgE-vermittelten Sofortreaktionen verursacht der Verzehr von Karotten 
und anderer birkenpollenassoziierter Lebensmittel bei manchen Patienten mit Pollenallergie 
und atopischer Dermatitis eine Verschlimmerung von Hautläsionen. T-Zellen spielen eine 
besondere Rolle bei späten ekzematösen Reaktionen der birkenpollenassoziierten 
Nahrungsmittelallergie (Reekers et al., 1999; Breuer et al., 2004).  
Hinsichtlich der verschiedenen Diagnostik-Verfahren erwies sich der Prick-to-Prick-Test mit 
rohen Karotten am empfindlichsten. Alle Patienten, bei denen mittels doppelblindem, 
placebokontrolliertem Provokationstest (DBPCFC) eine Karottenallergie nachgewiesen 
wurde, reagierten bei diesem Test positiv. Jedoch waren auch 20 % der Befunde falsch-positiv 
(Ballmer-Weber et al., 2001). 
Tab. 3 gibt eine Übersicht über die bekannten Karottenallergene. Die Karottenallergie tritt 
meist pollenassoziiert auf, während eine isolierte Karottenallergie äußerst selten beobachtet 
wird (Fernández-Rivas et al., 2004; Jäger et al., 2008). Häufig reagieren Karottenallergiker 
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auch auf Birkenpollen, was auf eine Kreuzreaktivität zwischen den Karottenallergenen 
Dau c 1 und Dau c 4 zu Birkenpollenallergenen zurückzuführen ist (Ebner et al., 1995). So 
handelt es sich beim Hauptallergen Dau c 1 (16 kDa), auf das 85 bis 98 % der Schweizer 
Karottenallergiker sensibilisiert sind, um ein Homologes zum Bet v 1, einem Hauptallergen 
der Birke (Hoffmann-Sommergruber et al., 1999; Ballmer-Weber et al., 2001; Ballmer-Weber 
et al., 2005). Zudem besteht bei Dau c 1 und Bet v 1 auch eine Kreuzreaktivität auf 
T-Zell-Ebene. Anhand von T-Zellen aus dem Blut verschiedener Karottenallergiker konnte 
gezeigt werden, dass 47 % der T-Zell-Linien, die auf das Haupt-T-Zell-Epitop des Bet v 1 
reagierten, auch durch das entsprechende Epitop des Dau c 1 aktiviert wurden (Jahn-Schmid 
et al., 2005). Bisher wurden drei verschiedene Isoformen, Dau c 1.01 bis Dau c 1.03, 
identifiziert. Von Dau c 1.01 sind fünf Varianten, Dau c 1.0101 bis Dau c 1.0105, bekannt, 
deren Aminosäureseequenzen zu mindestens 97 % identisch sind. Hingegen bestehen 
zwischen Dau c 1.01, Dau c 1.02 und Dau c 1.03 nur 50 bis 70 % Sequenzidentität 
(Wangorsch et al., 2011). Im natürlichen Dau c 1 aus Karotten ist die Isoform Dau c 1.0104 
von größter Bedeutung (Bollen et al., 2007). 
 
Tab. 3: Übersicht über die verschiedenen Karottenallergene 
Allergen Molekülmasse sensibilisierte 
Karottenallergiker 
kreuzreaktive 
Allergene 
Dau c 1 16 kDa [1] 85 – 98 % [2;3] Bet v 1-Familie,  
Api g 1 [1] 
Dau c 4 (Profilin) 14 kDa [3] 20 – 38 % [2;3] Bet v 2, Api g 4 [3] 
Bet v 6-Homolog 
(isoflavonreduktase-ähnlich) 
35 kDa [4] 10 % (Bet v 6) [2] Bet v 6 [2;4] 
Cyclophilin 20 kDa [5] 14 % [5] - 
CCD - 20 – 45 % [2;3] CCD mit ähnlichen 
Glykanen [6] 
[1]
 (Hoffmann-Sommergruber et al., 1999) [2] (Ballmer-Weber et al., 2001) [3] (Ballmer-Weber et al., 2005)  
[4]
 (Vieths et al., 1998) [5] (Fujita et al., 2001) [6] (Aalberse & van Ree, 1997) 
 
Dau c 4, ein Profilin mit einer Molekülmasse von 14 kDa, weist eine strukturelle Homologie 
zu Bet v 2 auf. Unter den Karottenallergikern aus Mitteleuropa sind schätzungsweise 20 bis 
38 % auf Dau c 4 sensibilisiert (Ballmer-Weber et al., 2001; Ballmer-Weber et al., 2005). 
Zudem gibt es Hinweise auf ein Bet v 6-homologes Allergen mit einer Molekülmasse von 
35 kDa. Bei Bet v 6 handelt es sich um ein Minorallergen des Birkenpollens, das 
wahrscheinlich den isoflavonreduktase-ähnlichen Proteinen zuzuordnen ist. Es konnte gezeigt 
werden, dass Karotten ein 35 kDa-Protein enthalten, das von Birkenpollenallergikern erkannt 
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wird (Wellhausen et al., 1996; Vieths et al., 1998). Eine weitere Studie ergab, dass 10 % der 
Karottenallergiker Bet v 6 erkennen, was auf eine Kreuzreaktivität schließen lässt (Ballmer-
Weber et al., 2001). 
Ein weiteres Karottenallergen, ein Cyclophilin, wurde in einer Studie mit japanischen 
Karottenallergikern identifiziert. Es handelt sich dabei um ein Protein mit einer Molekülmasse 
von 20 kDa, welches von 14 % der Allergikerseren erkannt wird. Mit dem Cyclophilin des 
Birkenpollens, Bet v 7, besteht jedoch keine Kreuzreaktivität (Fujita et al., 2001). 
Zudem reagieren etwa 20 bis 45 % der Karottenallergiker auf sog. kreuzreaktive 
Kohlenhydratdeterminanten (CCD) (Ballmer-Weber et al., 2001; Ballmer-Weber et al., 2005). 
Die Besonderheit dieser Allergene besteht darin, dass nicht Peptide die Epitope darstellen, 
sondern Glykane. Dabei ist das Glykan selbst ein Hapten und damit unfähig, eine 
immunologische Reaktion auszulösen. Gebunden an ein Protein ist eine Erkennung durch 
Antikörper jedoch möglich. Während von Säugetieren gebildete Glykane als körpereigene 
Strukturen für gewöhnlich nicht immunogen sind, werden beispielsweise Glykane aus 
Gemüse oft erkannt. CCD sind extrem kreuzreaktiv, da die entsprechenden Antikörper gegen 
bestimmte Glykane gerichtet sind, unabhängig vom gebundenen Proteinrest, so dass viele 
verschiedene Glykoproteine erkannt werden können. In der Regel reagieren gegen CCD 
sensibilisierte Patienten auf viele Pflanzenextrakte und zum Teil auch auf Insektengifte 
(Aalberse & van Ree, 1997; Jäger et al., 2008).  
Das Lipidtransferprotein (LTP) wurde zunächst auch als ein relevantes Karottenallergen 
vorgeschlagen, nachdem in einer italienischen Studie mit LTP-spezifischen Seren 62 % der 
Seren das Karotten-LTP erkannten. Im Widerspruch dazu stand jedoch die Tatsache, dass es 
sich dabei um Rosaceae-Allergiker (v. a. Apfel und Pfirsich) handelte, während keiner der 
untersuchten Patienten eine Karottenallergie aufwies (Asero et al., 2001). Diese 
gegensätzlichen Ergebnisse konnten später durch die Erkenntnis begründet werden, dass LTP 
zwar in Karotten vorkommt, aber im essbaren Anteil praktisch nicht nachweisbar ist. Folglich 
ist LTP als Karottenallergen nicht relevant (Ballmer-Weber et al., 2005). 
Neben der birkenpollenassoziierten Karottenallergie ist auch eine Kreuzallergie mit Sellerie 
und Apiaceae-Gewürzen (z. B. Fenchel, Kümmel und Anis) sowie Beifuß von Bedeutung, das 
sog. „Sellerie-Beifuß-Gewürz-Syndrom“. Hierbei spielt die Homologie von Dau c 1 und 
Dau c 4 zu den Sellerieallergenen Api g 1 und Api g 4 eine Rolle, sowie beim Beifuß vor 
allem die CCD. Auch das „Latex-Frucht-Syndrom“ ist an dieser Stelle zu erwähnen, spielt 
aber vor allem bei berufsbedingter Exposition mit Latex eine Rolle (Jäger et al., 2008). 
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2.2.3 Stabilität von Karottenallergenen 
 
In mehreren Studien konnte festgestellt werden, dass Allergiker gegenüber rohen Karotten 
Reaktionen zeigen, gekochte Karotten jedoch meist vertragen (Wüthrich et al., 1990; Gómez 
et al., 1996; Quirce et al., 1997). Die Hitzestabilität des Karotten-Hauptallergens Dau c 1 und 
anderen Bet v 1-Homologen wurde von Bohle et al. (2006) untersucht. Es zeigte sich, dass 
alle untersuchten Bet v 1-Homologe bei Erhitzung eine Auffaltung zu Random-Coil-
Strukturen zeigen, wobei Dau c 1 in einem Temperaturbereich von 28 bis 55 °C denaturiert 
wird. Diese Auffaltung ist irreversibel im Gegensatz zum Bet v 1, das nach Abkühlung seine 
Struktur wieder herstellt. Eine deutliche Reduktion des IgE-Bindevermögens wird schon nach 
15 min bei 80 °C beobachtet, und eine einstündige Behandlung bei 100 °C führt zur 
vollständigen Beseitigung des IgE-Bindungsvermögens. Auch eine Mediatorfreisetzung durch 
Basophilen-Aktivierung ist bei diesen Bedingungen nicht mehr zu beobachten. Dadurch zeigt 
sich, dass es sich bei den IgE-Epitopen des Dau c 1 um Konformationsepitope handelt (Bohle 
et al., 2006). 
Anders verhält es sich mit der T-Zell-Aktivierung. Die erhitzten, nicht mehr IgE-reaktiven 
Allergene bewirken eine vergleichbare Proliferation und Zytokinausschüttung wie die nativen 
Allergene. Die relevanten T-Zell-Epitope werden folglich durch Hitzebehandlung nicht 
zerstört. Neben dem bereits in Kapitel 2.2.2 erwähnten homologen T-Zell-Epitop zu 
Bet v 1142-153 sind weitere kreuzreaktive T-Zell-Epitope im Dau c 1 vorhanden. Ein oraler 
Provokationstest mit Patienten, die beim Verzehr roher Karotten OAS sowie späte 
ekzematöse Reaktionen zeigten, bestätigte diese Befunde. Nach dem Verzehr gekochter 
Karotten wurde kein OAS mehr beobachtet, jedoch trat eine Verschlimmerung der atopischen 
Dermatitis auf (Bohle et al., 2006).  
Die T-Zell-Epitope der Bet v 1-homologen Nahrungsmittelallergene sind nicht nur 
temperaturstabil, sondern überstehen auch die gastrointestinale Verdauung. Während die 
IgE-Epitope durch Pepsin innerhalb von kürzester Zeit und auch durch Trypsin komplett 
zerstört werden, ist weiterhin eine T-Zell-Aktivierung zu verzeichnen (Schimek et al., 2005). 
 
 
2.3 Die Erdnussallergie 
 
2.3.1 Allgemeines zur Erdnuss (Arachis hypogaea L.) 
 
Die Erdnuss gehört zur Familie der Hülsenfrüchtler (Fabaceae oder Leguminosae). Da sich 
die Früchte, im Gegensatz zu anderen Hülsenfrüchten, bei der Samenreife nicht selbständig 
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öffnen, werden sie morphologisch den Nüssen zugeordnet. Die Erdnusspflanzen sind 
einjährig und gedeihen in den Tropen und Subtropen, da sie ausgesprochene 
Kurztagspflanzen sind und ein warmes, feuchtes Klima benötigen. Charakteristisch für 
Erdnusspflanzen ist die geokarpe Fruchtentwicklung (Bodenfrüchtigkeit), d. h. nach 
Bestäubung der Blüte wächst der Fruchtkörper in den Boden und entwickelt sich dort zur 
Frucht (Franke, 1992; Bickel-Sandkötter, 2001). Die Erdnussproduktion belief sich 
2009/2010 weltweit auf ca. 33 Mio. Tonnen, wobei China und Indien mit 60 % der 
Welterzeugung die Hauptanbauländer darstellen (LEL, 2010). 
 
Tab. 4: Ausgewählte Inhaltsstoffe roher Erdnüsse (Souci et al., 2008) 
Inhaltsstoff               Gehalt  
Wasser   5,2 g/100g  
Protein (N x 5,3 / N x 6,25)   25,3 / 29,8 g/100g  
Fett   48,1 g/100g  
Kohlenhydrate   7,48 g/100g  
 Stärke  5,50 g/100g  
 Cellulose  1,30 g/100g  
 Phytinsäure  1,34 g/100g  
Ballaststoffe   11,7 g/100g  
Mineralstoffe   2,22 g/100g  
 Natrium  11 mg/100g  
 Kalium  660 mg/100g  
 Magnesium  160 mg/100g  
 Eisen  1,8 mg/100g  
Vitamine Tocopherole  19 mg/100g  
 Vitamin B1 (Thiamin)  900 µg/100g  
 Vitamin B2 (Riboflavin)  155 µg/100g  
 Vitamin B3 (Nicotinamid)  15 mg/100g  
 Vitamin B5 (Pantothensäure)  2,9 mg/100g  
 Vitamin B6 (Pyridoxin)  440 µg/100g  
 Vitamin B7 (Biotin)  34 µg/100g  
 Vitamin B9 (Folsäure)  169 µg/100g  
 
Die Zusammensetzung roher Erdnüsse ist in Tab. 4 dargestellt. Erdnüsse enthalten mit 
ca. 50 % sehr viel Fett, welches jedoch zu einem großen Anteil aus ernährungsphysiologisch 
günstigen ungesättigten Fettsäuren besteht. So sind nur 15 % der Fettsäuren gesättigt, wobei 
Palmitinsäure (C16:0) dominiert. Etwa 39 % sind einfach ungesättigt (hauptsächlich Ölsäure 
C18:1), und 46 % sind mehrfach ungesättigt (vorwiegend Linolsäure C18:2). Ein hohes 
Verhältnis an ungesättigten zu gesättigten Fettsäuren in der Nahrung verringert den 
Plasma-LDL-Gehalt und senkt das Risiko koronarer Herzerkrankungen. In diesem 
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Zusammenhang haben auch der hohe Tocopherolgehalt (ca. 15 mg/100g Öl) und die 
vorhandenen Phytosterole (ca. 170 mg/100g Öl) einen positiven Einfluss (Maguire et al., 
2004). Ernährungsphysiologisch günstig sind zudem hohe Gehalte an Mineralstoffen, v. a. 
Magnesium, sowie B-Vitaminen (Souci et al., 2008). 
Der Großteil der Erdnüsse wird zu Erdnussöl verarbeitet, welches in der Margarineherstellung 
oder direkt als Speiseöl Verwendung findet. Zudem sind Erdnüsse ein beliebtes Snackprodukt 
und werden meist in gerösteter Form, z. T. gesalzen oder gewürzt verzehrt. Weiterhin werden 
sie als Backzutat genutzt oder durch Mahlen unter Verwendung weiterer Zutaten wie 
Erdnussöl oder Honig zu Erdnussbutter verarbeitet (Franke, 1992; Bickel-Sandkötter, 2001). 
 
 
2.3.2 Die Erdnussallergie 
 
Die Häufigkeit der Erdnussallergie ist regional sehr verschieden. In Ländern mit einer hohen 
Verzehrsrate, besonders in den USA, gehört sie zu den häufigsten und, aufgrund der schweren 
Symptomatik, zu den bedeutendsten Nahrungsmittelallergien. So reagieren schätzungsweise 
1,1 % der amerikanischen Bevölkerung allergisch auf Erdnüsse, und sogar 8,6 % sind 
sensibilisiert (Sicherer et al., 1999b; Arbes et al., 2005). Dabei ist die Tendenz steigend. 
Während in den USA im Zeitraum von 1997 bis 2002 bei Erwachsenen keine signifikante 
Erhöhung der Prävalenz zu beobachten war, stieg die Häufigkeit bei Kindern von 0,4 % auf 
0,8 % (Sicherer et al., 2003). In Europa ist die Häufigkeit geringer. Eine Studie zur Relevanz 
verschiedener Nahrungsmittelallergien in der Schweiz ergab, dass 13 % der 
Nahrungsmittelallergiker eine Erdnussallergie aufweisen (Etesamifar & Wüthrich, 1998). In 
der britischen Bevölkerung wurde die Häufigkeit auf 0,48 % geschätzt, wobei die Prävalenz 
bei Kindern mit 0,61 % tendenziell höher ist (Emmett et al., 1999). Bei Kindern tritt oft schon 
bei Erstkontakt mit Erdnüssen eine allergische Reaktion auf, da eine Sensibilisierung bereits 
im Mutterleib oder über die Muttermilch erfolgen kann (Jäger et al., 2008). 
Erdnüsse finden zunehmend auch außerhalb der USA Anwendung, da sie aufgrund des hohen 
Proteingehaltes und der Fettsäurezusammensetzung ernährungsphysiologisch wertvoll sind 
und vielfältige Einsatzmöglichkeiten bieten. Sie werden nicht nur als Snackprodukt oder in 
Form von Erdnussbutter verzehrt, sondern können als Zutat vieler verschiedener Speisen wie 
Backwaren, Schokolade oder Süßwaren verwendet werden (Loza & Brostoff, 1995; Jäger et 
al., 2008). Erdnüsse besitzen eine besondere Bedeutung als versteckte Allergene. 
Schätzungsweise 50 % der Erdnussallergiker nehmen innerhalb eines Jahres unbeabsichtigt 
Erdnüsse zu sich (Borelli et al., 1999; Lorenz et al., 2001). Laut EU-Recht (Richtlinie 
2000/13/EG) ist aus Gründen des Gesundheitsschutzes Erdnuss als allergene Zutat in 
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verpackten Lebensmitteln kennzeichnungspflichtigi, jedoch stellen Speisen in Restaurants, 
Schulen oder Kantinen weiterhin ein erhebliches Risiko für Allergiker dar (Lorenz et al., 
2001; Sicherer & Sampson, 2007).  
Auch Erdnussöl stellt für Allergiker ein Risiko dar. Heißgepresstes und raffiniertes Öl enthält 
Proteine zwar nur noch im Spurenbereich und wird von den meisten Erdnussallergikern 
problemlos vertragen, kann jedoch bei hochgradiger Sensibilisierung trotzdem systemische 
Reaktionen auslösen. Ein noch größeres Risiko geht von kaltgepressten Ölen aus, die höhere 
Mengen an Erdnussprotein in nativer Form enthalten. Erdnussöl wird sowohl als Speiseöl 
verwendet, als auch in verschiedenen Lebensmitteln wie Kleinkindernahrung eingesetzt 
(Moneret-Vautrin et al., 1991; Moneret-Vautrin et al., 1994). 
Neben der oralen Aufnahme scheint auch Hautkontakt und Inhalation eine wichtige Rolle für 
die Sensibilisierung zu spielen, und auch die Auslösung allergischer Reaktionen auf diesem 
Weg ist möglich. Ein Hautkontakt ist beispielsweise über erdnusshaltige Salben oder 
Shampoos möglich, und auch Kunststoffe, Klebstoffe oder Linoleum können 
Erdnussbestandteile enthalten (Loza & Brostoff, 1995; Sicherer & Sampson, 2007; Jäger et 
al., 2008). Die inhalative Aufnahme von Erdnussallergenen kann beispielweise in Flugzeugen 
passieren, wenn erdnusshaltige Snacks für die Passagiere angeboten werden (Sicherer et al., 
1999a). 
Die allergische Reaktion auf Erdnüsse umfasst das orale Allergiesyndrom, gastrointestinale 
Beschwerden (Bauchschmerzen, Erbrechen, Durchfall), Atemwegsbeschwerden (Husten, 
Asthma) und Hautbeschwerden (z. B. Urtikaria, Angioödem) bis hin zum u. U. tödlich 
verlaufenden anaphylaktischen Schock (niedriger Blutdruck, Herzrhythmusstörung) (Burks, 
2008). Die Symptome treten innerhalb von Minuten nach Allergenkontakt auf (Jäger et al., 
2008). Die Erdnussallergie gehört zu den bedeutendsten Ursachen tödlich verlaufender 
Nahrungsmittelallergien. So sind in den USA 37 von insgesamt 63 registrierten, durch 
Nahrungsmittelallergien hervorgerufenen Todesfällen auf Erdnüsse zurückzuführen (Bock et 
al., 2001; Bock et al., 2007). In Großbritannien wurden 9 von insgesamt 48 Todesfällen durch 
Erdnüsse verursacht (Pumphrey & Gowland, 2007). 
Schon kleinste Mengen an Erdnussprotein können eine allergische Reaktion hervorrufen. 
Morisset et al. (2003) ermittelten 5 mg Erdnuss als kleinste Dosis, die eine allergische 
Reaktion auslöst (LOAEL = lowest observed adverse effect level). Allerdings reagierten nur 
4 % der untersuchten Allergiker auf diese Menge. Ein Großteil zeigte erst in einem Bereich 
von 65 mg bis 7 g Symptome. In einer Studie von Rancé & Dutau (1999) führte sogar 1 mg 
Erdnuss (0,25 mg Protein) zu einer allergischen Reaktion, wobei die mittlere reaktive Dosis 
                                                 
i
 Richtlinie 2000/13/EG des Europäischen Parlamentes und des Rates vom 20. März 2000 zur Angleichung der 
Rechtsvorschriften der Mitgliedstaaten über die Etikettierung und Aufmachung von Lebensmitteln sowie die 
Werbung hierfür 
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hier auf 850 mg Erdnuss (213 mg Protein) geschätzt wurde. Eine Erdnuss enthält ca. 300 mg 
Protein (Burks, 2008). (Morisset et al., 2003), (Rancé & Dutau, 1999) 
Zur Diagnostik der Erdnussallergie sind Provokationstests zu vermeiden, da sie 
lebensbedrohliche Reaktionen auslösen können. Diese sind ohnehin nicht notwendig, da bei 
einem Serum-IgE-Spiegel von > 15 kU/ml ein positiver Provokationstest zu 95 % 
wahrscheinlich ist. Auch Hauttests sind relativ zuverlässig, da sie eine Empfindlichkeit von 
90 bis 100 % aufweisen. Aufgrund von Kreuzreaktionen sind zwar falsch-positive Resultate 
möglich, jedoch keine falsch-negativen Befunde. Bei einem negativen Hauttest kann eine 
Erdnussallergie ausgeschlossen werden (Jäger et al., 2008). 
 
Tab. 5: Übersicht über die verschiedenen Erdnussallergene 
Allergen Molekülmasse Homologie Erkennung 
Ara h 1 63,5 kDa [1] Viciline [2] > 94 % [1;2] 
Ara h 2 Ara h 2.01: 17 kDa,  
Ara h 2.02: 18 kDa [3] 
Conglutinine [4] > 90 % [4] 
Ara h 3/4 14 bis 45 kDa [5;6],  
ca. 60 kDa Originalprotein [7;8] 
Glycinine [7;8] 35 bis 53 % [6;7;8] 
Ara h 5 14 kDa [8] Profiline [8] 13 % [8] 
Ara h 6 14,5 kDa [8] Conglutinine [8] 38 % [8] 
Ara h 7 15,8 kDa [8] Conglutinine [8] 43 % [8] 
Ara h 8 17 kDa [9] Bet v 1 [9] n. b. 
Ara h 9 10,5 kDa [10] LTP [10] 45 % [10] 
Ara h 10 16 kDa [11] Oleosin [11] n. b. 
Ara h 11 14 kDa [11] Oleosin [11] n. b. 
[1]
 (Burks et al., 1991) [2] (Burks et al., 1995) [3] (Chatel et al., 2003) [4] (Burks et al., 1992a) [5] (Eigenmann et al., 
1996) [6] (Koppelman et al., 2003) [7] (Rabjohn et al., 1999) [8] (Kleber-Janke et al., 1999) [9] (Mittag et al., 2004) 
[10]
 (Krause et al., 2009) [11] (IUIS) 
 
Bisher wurden elf Erdnussallergene eindeutig identifiziert und mit Ara h 1 bis Ara h 11 
bezeichnet (IUIS; Krause et al., 2009). Bei den meisten handelt es sich um 
Samenspeicherproteine, ausgenommen Ara h 5, Ara h 8 und Ara h 9 (Burks, 2008; Jäger et 
al., 2008). Die wichtigsten Eckdaten zu den einzelnen Allergenen sind in Tab. 5 aufgeführt. 
Ara h 1 und Ara h 2 sind die Hauptallergene der Erdnuss und werden von > 95 % der 
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Erdnussallergiker erkannt, die übrigen Allergene gelten als Minor-Allergene (Burks et al., 
1998). 
Ara h 1 ist ein Glykoprotein mit einer Molekülmasse von 63,5 kDa und einem 
isolelektrischen Punkt von 4,55 (Burks et al., 1991). Es gehört zur Vicilin-Familie der 
Samenspeicherproteine und wird von > 94 % der erdnussallergischen Patienten erkannt 
(Burks et al., 1995). Innerhalb der Aminosäuresequenz wurden 23 lineare IgE-bindende 
Epitope aus jeweils 6 bis 10 Aminosäuren identifiziert, die über die gesamte Länge des 
Proteins verteilt sind. Dabei konnten keine gemeinsamen Sequenzmotive beobachtet werden, 
wobei 40 % der Aminosäurereste sauer (Glu, Asp) oder basisch (Lys, Arg) sind. Vier der 
Epitope sind als immunodominant zu bezeichnen, da sie von > 80 % der Patientenseren 
erkannt werden und mehr IgE binden als die übrigen Epitope. Es konnte gezeigt werden, dass 
der Austausch einer einzelnen Aminosäure in den Epitopen deren IgE-Bindungsvermögen 
jeweils drastisch reduzieren kann. Diese Daten zeigen, dass durch eine gezielte Mutation das 
IgE-Bindungsvermögen des Ara h 1 signifikant gesenkt oder gar eliminiert werden könnte 
(Burks et al., 1997). In diesem Hinblick scheint zum einen der Austausch hydrophober 
Aminosäuren besonders relevant zu sein, zum anderen ist der Effekt größer, je näher die 
ausgetauschte Aminosäure am Zentrum des Epitops liegt (Shin et al., 1998). 
Shin et al. (1998) konnten zeigen, dass die Epitope im Ara h 1 in zwei Hauptregionen 
angehäuft sind. Auch wurde die Bildung stabiler Homotrimere nachgewiesen. Diese werden 
vorrangig durch hydrophobe Wechselwirkungen gebildet, aber auch ionische Interaktionen 
sind beteiligt. Der Großteil der IgE-bindenden Epitope ist dabei in den Bereichen der 
Kontaktstellen zwischen den Monomeren angehäuft (Maleki et al., 2000b). Neben Trimeren 
wurden zudem höhere Oligomere beobachtet, deren Struktur wesentlich kompakter ist als die 
der Trimere, was einen Einfluss auf die Allergenität vermuten lässt (van Boxtel et al., 2006). 
Ara h 2 ist ein Protein, das bei der SDS-PAGE als charakteristische Doppelbande mit einer 
mittleren Molekülmasse von 17 kDa erscheint. Der mittlere isoelektrische Punkt beträgt 5,2 
(Burks et al., 1992a). Es handelt sich um ein conglutinin-ähnliches Samenspeicherprotein. 
Innerhalb der Sequenz wurden 10 IgE-bindende lineare Epitope identifiziert, die über die 
gesamte Länge des Proteins verteilt sind. Diese bestehen aus 6 bis 10 Aminosäuren, wobei 
63 % der Aminosäuren polar ungeladen oder unpolar sind. Abgesehen von zwei Epitopen, die 
das Motiv DPYSP enthalten, sind keine bestimmten Sequenzmotive auffällig. Dieses Motiv 
ist allerdings in zwei der drei immunodominanten Epitope vorhanden und scheint besonders 
wichtig für die IgE-Bindung zu sein. Wie auch beim Ara h 1 führt der Austausch einer 
einzelnen Aminosäure zum Verlust der IgE-Bindung (Stanley et al., 1997). Die erwähnte 
charakteristische Doppelbande des Ara h 2 kommt durch zwei verschiedene Isoformen 
zustande, Ara h 2.01 (16,7 kDa) und Ara h 2.02 (18,1 kDa). Ara h 2.02 enthält eine 
zusätzliche eingeschobene Sequenz aus 12 Aminosäuren, welche nochmals das Motiv DPYSP 
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aufweist. Daher kann davon ausgegangen werden, dass diese Isoform möglicherweise das 
potentere Allergen darstellt (Chatel et al., 2003). Im Gegensatz zum Ara h 1 bildet Ara h 2 
keine Oligomere mit sich selbst (Sen et al., 2002). Neben den IgE-bindenden Epitopen 
konnten acht lineare T-Zell-Epitope identifiziert werden, von denen zwei als 
immunodominant gelten (Glaspole et al., 2005). 
Ara h 3 wurde erstmals von Eigenmann et al. (1996) als ein 14 kDa großes Protein in 
Erdnüssen identifiziert. Rabjohn et al. (1999) stellten rekombinantes Ara h 3 mit Hilfe des 
codierenden Gens her. Das synthetisierte Protein hatte jedoch eine Molekülmasse von ca. 
57 kDa. Es wurde von 44 % der Erdnussallergiker erkannt, und vier lineare IgE-bindende 
Epitope mit 10 bis 15 Aminosäuren wurden in diesem Protein identifiziert. Davon ist eines 
immunodominant, da es von allen untersuchten Ara h 3-Allergikern erkannt wurde. Auch bei 
diesem Allergen bewirkte der Austausch einer einzelnen Aminosäure in den Epitopen eine 
Senkung oder den Verlust der IgE-Bindefähigkeit (Rabjohn et al., 1999). Koppelman et al. 
(2003) isolierten Ara h 3 aus Erdnüssen in Form eines hetero-multimeren Proteins mit ca. 
400 kDa, das sich aus vielen, über Disulfidbrücken verbundenen Untereinheiten 
zusammensetzte. Diese Untereinheiten hatten Molekülmassen von 14 bis 45 kDa und 
entstammten alle dem gleichen Gen. Folglich wird in Erdnüssen das Genprodukt von 60 kDa 
posttranslational proteolytisch abgebaut und über Thiolgruppen zum Multimer verknüpft. 
35 % der Patienten reagierten auf dieses Ara h 3 (Koppelman et al., 2003). Unabhängig davon 
identifizierten Kleber-Janke et al. (1999) ein 35 kDa Protein, das aus einem ca. 61 kDa 
Glycinin-Homolog entsteht, und nannten es Ara h 4. Dieses Allergen ist zu 91,3 % identisch 
zu Ara h 3 und wurde von 53 % der Allergiker erkannt. Somit handelt es sich um Isoformen 
(Kleber-Janke et al., 1999). 
Das Profilin Ara h 5 (14 kDa) ist ein Homologes zum Birkenpollenallergen Bet v 2. Profiline 
sind actinbindende Proteine und sind für die Ausbildung des Zytoskeletts in Pflanzen 
verantwortlich (Kleber-Janke et al., 1999). Ara h 6 und Ara h 7 sind den 
conglutinin-ähnlichen Proteinen zuzuordnen, zeigen eine hohe Sequenzhomologie zu Ara h 2 
und sind daher als Ara h 2-Isoformen anzusehen (Kleber-Janke et al., 1999). Ara h 8 
(17 kDa) ist ein Homologes des Bet v 1 und spielt daher bei einer birkenpollenassoziierten 
Kreuzallergie eine Rolle (Mittag et al., 2004). Das Lipidtransferprotein Ara h 9 scheint 
insbesondere im südeuropäischen Raum eine bedeutende Rolle zu spielen, da 
schätzungsweise 45 % der dort untersuchten Erdnussallergiker darauf sensibilisiert sind. 
Hingegen ist die Sensibilisierung gegenüber Ara h 1 und Ara h 2 dort gering (Krause et al., 
2009). Ara h 10 und Ara h 11 sind Oleosine, d. h. sehr hydrophobe Proteine, die an der 
Bildung der Ölkörper in der Erdnuss beteiligt sind. Generell reagiert nur ein kleiner Teil der 
Erdnussallergiker auf Oleosine, aber sie spielen möglicherweise eine wichtige Rolle bei 
allergischen Reaktionen auf Erdnussöl (Pons et al., 2002). 
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2.3.3 Einfluss der Erhitzung auf das allergene Potential von Erdnüssen 
 
Der Einfluss der Hitzebehandlung auf das allergene Potential von Erdnüssen wird kontrovers 
diskutiert. Einige Studien ergaben, dass die Röstung keinerlei Auswirkungen zur Folge hat. 
Burks et al. (1992b) konnten nach Röstung keine Veränderung der IgG- und IgE-Bindung von 
Erdnussextrakten sowie der isolierten Allergene Ara h 1 und Ara h 2 beobachten. Koppelman 
et al. (1999) untersuchten die Auswirkungen der Hitzebehandlung von isoliertem Ara h 1 und 
stellten fest, dass eine Erhitzung bei 85 °C zu einer kompakteren Sekundärstruktur mit 
Zunahme von β-Strukturen führt. Zudem wurde die Bildung stabiler Dimere, Trimere und 
höherer Komplexe beobachtet. Im Vergleich dazu wurde auch Ara h 1 aus gerösteten 
Erdnüssen isoliert. Die Denaturierungseffekte waren vergleichbar mit denen in erhitztem 
isoliertem Ara h 1, traten jedoch bei geringfügig höheren Temperaturen auf (90 bis 110 °C). 
Zudem nahm die Extrahierbarkeit des Proteins ab 110 °C deutlich ab, und bei > 155 °C 
konnte kein Protein mehr extrahiert werden. Trotz der nachweisbaren Denaturierung des 
Ara h 1 wurde das allergene Potential jedoch nicht durch die Röstung beeinflusst, was 
vermuten lässt, dass Konformationsepitope entweder nicht wesentlich an der IgE-Bindung 
beteiligt sind oder dass sie in nicht von der Umfaltung betroffenen Bereichen des Proteins 
liegen (Koppelman et al., 1999).  
Die Unterschiede in der Prävalenz der Erdnussallergie zwischen den USA und China lassen 
jedoch vermuten, dass die Art der Hitzebehandlung eine wesentliche Rolle bei der 
Allergenität spielt. In China betrifft die Nahrungsmittelallergie ca. 3,4 bis 5 % der 
Bevölkerung, wobei vor allem Fisch, Shrimps, Krabben und Algen zu den bedeutenden 
allergenen Lebensmitteln zählen, während die Erdnuss kaum eine Rolle spielt (Hill et al., 
1997). Hingegen reagieren 1,1 % der US-Bevölkerung allergisch auf Erdnüsse, und sogar 
8,6 % sind sensibilisiert (Sicherer et al., 1999b; Arbes et al., 2005). Es kann jedoch 
ausgeschlossen werden, dass diese Unterschiede genetisch bedingt sind, da die chinesisch-
amerikanische Bevölkerung die gleiche Prävalenz der Erdnussallergie zeigt wie die gesamte 
US-Bevölkerung. Der durchschnittliche jährliche pro-Kopf-Verzehr an Erdnüssen ist in den 
USA (ca. 6 Pfund) und in China (5,1 bis 5,9 Pfund) vergleichbar. Ein wesentlicher 
Unterschied besteht jedoch in der Zubereitungsform. Während in den USA Erdnüsse vor 
allem in gerösteter Form verzehrt werden, spielt in China das Kochen und Frittieren die 
Hauptrolle. Dies legt die Vermutung nahe, dass geröstete Erdnüsse ein höheres allergenes 
Potential aufweisen (Beyer et al., 2001). 
Infolge dieser Vermutung untersuchten Beyer et al. (2001) das IgE-Bindevermögen der 
Hauptallergene Ara h 1, Ara h 2 und Ara h 3 in Extrakten von gerösteten, gekochten und 
frittierten Erdnüssen. Dabei war das IgE-Bindevermögen des Ara h 1 in den gerösteten 
Erdnüssen am höchsten, wobei die gekochten und insbesondere die frittierten Erdnüsse 
deutlich darunter lagen. Auch Ara h 2 und Ara h 3 zeigten in den gerösteten Erdnüssen eine 
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signifikant stärkere Bindung. Ein gleiches Muster zeigte sich jedoch auch in den Gehalten der 
jeweiligen Allergene in den Extrakten, was die beobachteten Unterschiede im allergenen 
Potential durchaus schon erklären könnte. Auch Mondoulet et al. (2003) beschäftigten sich 
mit dem Einfluss von Kochen und Rösten auf das IgE-Bindungsvermögen. Sie konnten 
zeigen, dass es keinen Unterschied zwischen rohen und gerösteten Erdnüssen gibt, jedoch die 
gekochten Erdnüsse ein um 50 % niedrigeres IgE-Bindevermögen aufweisen. Eine 
Untersuchung des Kochwassers zeigte, dass nicht unerhebliche Mengen an Proteinen während 
des Kochvorganges ausgewaschen werden, was das reduzierte allergene Potential erklären 
könnte. Ein erhöhtes allergenes Potential durch Rösten konnte in dieser Studie ausgeschlossen 
werden. 
Gegensätzliche Daten wurden von Maleki et al. (2000a) publiziert, wonach Proteine aus 
gerösteten Erdnüssen eine 90-fach höhere Bindung an Serum-IgE zeigten als rohe. Des 
Weiteren wurden Erdnussextrakte sowie Ara h 1 und Ara h 2 in isolierter Form mit 
verschiedenen Zuckern inkubiert. Die so erhaltenen Ansätze zeigten jeweils erhöhte 
IgE-Bindungseigenschaften gegenüber unmodifizierten Proben. In Gegenwart von Zuckern 
wurde Ara h 1 kovalent quervernetzt, und eine Trimerbildung wurde beobachtet. Ara h 2 
zeigte keine Oligomerisierung, aber kovalente Modifikationen, die als neue 
IgE-Bindungsstellen in Betracht gezogen wurden. Mittels Antikörpern gegen CML und AGEs 
konnte belegt werden, dass in den mit Zucker inkubierten Ansätzen Maillard-
Reaktionsprodukte gebildet wurden. Im Gegensatz dazu wurden die Allergene bei Erhitzung 
ohne Zucker abgebaut. Eine Behandlung mit Magensekret zeigte, dass die Proteolyse der 
modifizierten Allergene stark eingeschränkt war. Es wurde geschlussfolgert, dass Maillard-
reaktionsbedingte Modifizierungen der Allergene nicht nur Neoepitope bilden können, 
sondern auch die Verdauungsresistenz erhöhen.  
Auch Chung & Champagne (1999) diskutierten eine Erhöhung des allergenen Potentials 
durch Röstung. Sie untersuchten die Auswirkungen einer Inkubation des nicht-allergenen 
Erdnusslectins mit Zucker. Dabei entstanden mehrere Produkte, die von IgE aus 
Erdnussallergikerseren erkannt wurden. Es wurde gemutmaßt, dass dabei neben 
Quervernetzungs- und Abbauprodukten des Lectins auch MRP-Addukte gebildet wurden, die 
zur Erkennung des Lectins durch die Antikörper führten. Die Autoren folgerten daraus, dass 
nicht-allergene Proteine durch Maillard-Reaktion IgE-reaktiv werden können, und somit die 
Röstung das allergene Potential erhöht (Chung & Champagne, 1999). In einer weiteren Studie 
beobachteten sie, dass durch die Röstung von Erdnüssen sowohl die IgE-Bindung als auch der 
Gehalt an AGEs ansteigt. Auch zeigten sie, dass mit höherem AGE-Gehalt Proteine stärker 
durch IgE gebunden werden. Nach diesen Studien wird das allergene Potential von Erdnüssen 
durch Röstung signifikant erhöht, und Maillard-Reaktionsprodukte tragen als wesentlicher 
Faktor dazu bei (Chung & Champagne, 2001). 
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Maleki et al. (2003) stellten weiterhin fest, dass Ara h 2 eine signifikante Homologie zu 
Trypsin-Inhibitoren aufweist und in Erdnüssen auch als schwacher Inhibitor wirkt. In 
gerösteten Erdnüssen wird diese Wirkung verdreifacht, so dass Ara h 1 in Anwesenheit dieses 
modifizierten Ara h 2 vor tryptischem Verdau geschützt wird. (Maleki et al., 2003) 
(Burks et al., 1992b), (Hong et al., 1999) 
Auch zur Verdauungsstabilität der Erdnussallergene ist schon einiges bekannt. Burks et al. 
(1992b) führten einen proteolytischen Verdau mit einem Erdnussextrakt durch und 
beobachteten, dass dadurch das IgE-Bindungsvermögen im Vergleich zum intakten Allergen 
drastisch reduziert wurde. Allerdings sind diese Resultate nicht mit realen 
Verdauungsbedingungen vergleichbar, da der Pepsinverdau über 18 h und der Verdau mit 
Trypsin, Chymotrypsin und intestinalen Peptidasen über 25 h durchgeführt wurde. Hong et al. 
(1999) untersuchten den Effekt eines 48-stündigen Pepsinverdaus auf das allergene Potential 
von Erdnussextrakten. Durch diese, auch nicht realitätsnahen, Bedingungen wurde die 
IgE-Bindungsfähigkeit vollständig aufgehoben, wobei eine T-Zell-aktivierende Wirkung noch 
vorhanden war, wenn auch schwächer als beim nativen Erdnussprotein. Ein vollständiger 
Verlust des IgE-Bindungsvermögens ist also durch drastisch gewählte Proteolysebedingungen 
möglich, wobei auf T-Zell-Ebene die Antigenität weiterhin besteht. 
Eine realitätsnahe Verdauungsstudie führten Eiwegger et al. (2006) an Ara h 1 durch. Dabei 
wurde zunächst ein Magenverdau mit Pepsin über 2 h und anschließend ein Dünndarmverdau 
mit komplex zusammengesetztem Enzymgemisch simuliert. Der Dünndarmverdau wurde 
über 16 min durchgeführt, da dies die durchschnittliche Transitzeit bis zu den ersten M-Zellen 
darstellt. Epitope, die bis zu diesem Zeitpunkt intakt sind, sind relevant für die Auslösung 
einer allergischen Reaktion. Mittels SDS-PAGE zeigte sich, dass Ara h 1 sehr schnell 
abgebaut wird, denn schon nach einem 1-minütigen Pepsinverdau war kein intaktes Protein 
mehr nachweisbar, und nach 1-minütigem Dünndarmverdau waren keinerlei Polypeptide 
mehr sichtbar. Trotzdem war das erhaltene verdaute Protein weiter in der Lage, T-Zellen zu 
stimulieren, und auch die IgE-Bindung, gemessen als Histaminfreisetzung wurde nicht 
beeinträchtigt. Die Autoren begründeten diese Beobachtung damit, dass zwar beim Verdau 
einige Epitope zerstört werden, dies aber ausgeglichen wird durch die Freilegung anderer 
Epitope, die im nativen Ara h 1 nicht zugänglich sind. (Eiwegger et al., 2006) 
Die Verdauungsstabilität von Ara h 2 gegenüber simuliertem Magensaft wurde von Astwood 
et al. (1996) untersucht. Das Allergen erwies sich als stabil über den gesamten Zeitraum von 
60 min. Ein Einfluss der Lebensmittelmatrix auf die Verdaubarkeit wurde nicht beobachtet. 
Sen et al. (2002) unterzogen das Ara h 2 einer Behandlung mit Trypsin, Chymotrypsin oder 
Pepsin einzeln sowie in Kombination. Dabei entstand immer ein IgE-reaktives Peptid 
(10 kDa) mit hoher Stabilität, das 6 Epitope des Ara h 2 enthielt. Auch Lehmann et al. (2006) 
prüften den Einfluss der Verdauung von Ara h 2 und seinem Isoallergen Ara h 6 mit Trypsin 
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und/oder Chymotrypsin über 2 bis 4 h und konnten zeigen, dass beide Allergene  
ausgesprochen stabile Kernregionen gegenüber proteolytischem Verdau haben. Zwar wurde 
mittels ELISA eine Senkung des IgE-Bindevermögens bestimmt, aber die 
Mediatorfreisetzung unterschied sich bei beiden Allergenen vor und nach Proteolyse nicht. 
Trotz verminderter IgE-Bindung wird folglich das allergene Potential von Ara h 2 und Ara h 6 
nicht verändert. (Lehmann et al., 2006) 
 
An dieser Stelle lässt sich festhalten, dass die Daten zum Einfluss der Erhitzung von 
Erdnüssen auf deren allergenes Potential bisher sehr widersprüchlich sind, und eine Erhöhung 
der Allergenität durch Bildung von Neoepitopen im Zuge der Maillard-Reaktion wird 
diskutiert. Es konnte gezeigt werden, dass die beiden Hauptallergene Ara h 1 und Ara h 2 bei 
der gastrointestinalen Verdauung zwar mehr oder weniger stark abgebaut werden, das 
allergene Potential aber offenbar nicht wesentlich gesenkt wird. Zudem bestehen Hinweise 
darauf, dass durch die Röstung deren Verdauungsresistenz weiter erhöht wird. 
 
 
2.4 Methoden zur Beurteilung des allergenen Potentials 
 
Die Beurteilung des allergenen Potentials kann auf verschiedene Art und Weise erfolgen. 
Wird die allergische Reaktion durch ein labiles Protein hervorgerufen, welches seine 
Antikörperbindungsfähigkeit beispielsweise durch Hitzebehandlung verliert (z. B. Dau c 1), 
so kann die Abnahme des Gehaltes am intakten, reaktiven Allergen direkt gemessen werden. 
Auch bei stabilen Allergenen besteht die Möglichkeit, dass sich deren 
IgE-Bindungsvermögen ändert. Dies kann beispielsweise mittels Immunoblot oder anhand der 
Mediatorfreisetzung untersucht werden. Im Folgenden werden die Prinzipien derjenigen 
Methoden dargestellt, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Beurteilung des allergenen 
Potentials genutzt wurden. 
 
 
2.4.1 ELISA zur Quantifizierung von Allergenen 
 
Beim ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) handelt es sich um eine Form des 
Festphasen-Immunoassays. Dabei wird ein Markermolekül, in diesem Fall ein Enzym, mittels 
eines spezifischen Antikörpers an das zu detektierende Antigen gebunden. Das gebundene 
Enzym bewirkt dann eine detektierbare Reaktion, sodass die Bindung quantifiziert werden 
kann (Raem & Rauch, 2006). 
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Es werden direkte und indirekte Assays unterschieden, deren Testprinzipien in Abb. 7 
schematisch dargestellt sind. Trägt der spezifische Antikörper, welcher gegen das zu 
bestimmende Antigen (A) gerichtet ist, das Detektionsenzym (E), so handelt es sich um einen 
direkten Assay. Im Falle eines indirekten Assays trägt ein Sekundärantikörper das Enzym, 
welcher gegen den spezifischen Primärantikörper gerichtet ist (Raem & Rauch, 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Weiterhin wird zwischen kompetitiven und nichtkompetitiven Assays unterschieden. Beim 
kompetitiven ELISA herrscht eine Konkurrenzsituation zwischen dem in der Probe 
enthaltenen Antigen und einem zugesetzten, enzymmarkierten Antigen, wobei der spezifische 
Antikörper (Abb. 8 links) oder das Antigen an der Festphase immobilisiert sein kann. Je höher 
nun die Konzentration des zu quantifizierenden Antigens in der Probe ist, desto weniger 
enzymmarkiertes Antigen kann gebunden werden, und desto geringer ist das zu messende 
Signal. Dieses Testprinzip eignet sich insbesondere für kleine Peptide mit nur einem Epitop 
und wird beispielsweise für hypoallergene Säuglingsnahrungen eingesetzt (Raem & Rauch, 
2006). 
 
 
 
 
 
 
 
Im Gegensatz dazu steigt beim nichtkompetitiven Assay das Signal mit steigender 
Antigenkonzentration. Hauptsächlich wird der Sandwich-ELISA genutzt (LChG, 2004), 
wobei sich das Antigen zwischen zwei Antikörpern befindet. Dabei ist im einfachsten Fall ein 
spezifischer Antikörper an der Festphase immobilisiert und bindet das Antigen aus der Probe. 
Abb. 7: Schematische Darstellung von direktem (a) und indirektem ELISA (b). Abbildungen in 
Anlehnung an Raem & Rauch (2006)  
Abb. 8: Schematische Darstellung von kompetitivem (a) und nichtkompetitivem ELISA (b) mit 
Konzentrations-Wirkungs-Kurven. Abbildungen in Anlehnung an Raem & Rauch (2006)  
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Ein zweiter, enzymmarkierter Antikörper bindet auch an das Antigen und macht eine 
detektierbare Reaktion möglich (Abb. 8 rechts) (Raem & Rauch, 2006). Der Sandwich-ELISA 
ist für größere Peptide und Proteine mit mehreren Epitopen geeignet. Die Vorteile dieses 
Assays sind eine erhöhte Spezifität sowie eine geringere Störanfälligkeit gegenüber 
Matrixbestandteilen aufgrund der zweiseitigen Bindung des Antigens. Zudem ist ein sicherer 
Nachweis von Allergenen bis zu einem Bereich von wenigen ppm möglich (LChG, 2004). 
Auch in der vorliegenden Arbeit findet der Sandwich-ELISA Anwendung zur Quantifizierung 
von Dau c 1 in Karottenproben. Der erste Schritt besteht in der Beschichtung der Festphase 
(Mikrotiterplatte). Dabei kann der spezifische Primärantikörper (z. B. Maus-Antikörper gegen 
Dau c 1) entweder direkt gebunden werden oder indirekt über einen Anti-Antikörper (z. B. 
Anti-Maus-Immunoglobulin). Nach Zugabe der Probelösung wird das Antigen (Dau c 1) 
spezifisch gebunden. Nun besteht zum einen die Möglichkeit, einen zweiten, direkt 
enzymmarkierten Antikörper zuzusetzen. Weiter verbreitet ist jedoch die Nutzung eines 
enzymmarkierten Anti-Antikörpers (Sekundärantikörper), welcher für mehrere verschiedene 
Assays genutzt werden kann, die spezifische Antikörper derselben Spezies, z. B. Kaninchen 
verwenden. Im Fall der Dau c 1-Bestimmung wird zunächst ein zweiter kreuzreaktiver 
Antikörper aus dem Kaninchen an das Allergen gebunden. Über diesen erfolgt dann die 
Bindung des Enzymkonjugates, einem anti-Kaninchen-Immunglobulin gekoppelt mit 
Meerrettichperoxidase (HRP). Dieses Enzym katalysiert eine photometrisch messbare 
Reaktion, indem das zugesetzte Substrat Tetramethylbenzidin (TMB) unter Mitwirkung von 
Wasserstoffperoxid einen blauen Farbstoff bildet. Dieser schlägt bei Abstoppung mit 
Schwefelsäure in eine gelbe Färbung um (Fötisch et al., 2011). 
 
 
2.4.2 Immunoblot 
 
Beim Immunoblot (Western Blot) werden elektrophoretisch getrennte Proteine auf eine 
Membran übertragen und anschließend mittels immunologischer Methoden detektiert. Mit 
einer Nachweisgrenze von ca. 20 fmol handelt es sich dabei um eine empfindliche Methode 
(Geckeler & Eckstein, 1998). 
Im ersten Schritt werden die Proteine elektrophoretisch getrennt. Hierbei ist eine einfache 
Trennung nach Molmassen oder auch eine zweidimensionale Gelelektrophorese möglich, die 
eine isoelektrische Fokussierung mit der Trennung nach Molmassen kombiniert. 
Anschließend erfolgt die Übertragung auf eine Membran. Häufig werden 
Nitrocellulosemembranen verwendet, die sich durch eine hohe Bindungskapazität 
auszeichnen. Dabei werden die Proteine unspezifisch gebunden, wobei hauptsächlich 
hydrophobe Wechselwirkungen angenommen werden. Für den Transfer der Proteine aus dem 
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Gel auf die Oberfläche der Membran wird ein elektrisches Feld genutzt. Man unterscheidet 
dabei das Tank- oder Nasszellen-Blottingverfahren, wobei der Transfer in einem Puffertank 
abläuft, und das Filter- oder Semidry-Blottingverfahren. Bei letzterem wird das Gel in 
puffergetränkten Filterpapieren zwischen die Elektroden gelegt (Eckert & Kartenbeck, 1997; 
Geckeler & Eckstein, 1998). Zur Kontrolle des Transfers kann eine unspezifische Färbung 
aller Proteine auf der Membran angewandt werden. Günstig ist dabei eine reversible Färbung, 
welche die nachfolgende immunchemische Detektion nicht stört, z. B. mit dem Azofarbstoff 
Ponceau S. Diese Färbung ist nicht sehr empfindlich (Nachweisgrenze 250 ‒ 500 ng 
Protein/Bande), aber ausreichend zur Transferkontrolle und zur Markierung der Position der 
Referenzproteine (Eckert & Kartenbeck, 1997). 
Vor dem immunologischen Detektionsschritt ist zur Vermeidung unspezifischer 
Hintergrundreaktionen zunächst eine Blockierung aller nicht besetzten Bindungsstellen auf 
der Membran notwendig. Dazu können irrelevante Proteine verwendet werden, die nicht 
durch die später eingesetzten Antikörper erkannt werden. Alternativ ist auch der Einsatz 
nichtionischer Detergenzien zur Blockierung hydrophober Wechselwirkungen möglich, 
hierbei wird meist Tween 20 verwendet (Eckert & Kartenbeck, 1997). 
Nun erfolgt der immunologische Nachweis der gebundenen Proteine mittels markiertem 
Antikörper oder Ligand. Dabei kann der spezifische Primärantikörper selbst markiert sein 
(direkter Nachweis). Dies ist jedoch selten der Fall, da hierfür der Antikörper erst gereinigt 
werden müsste. In den meisten Fällen wird der indirekte Nachweis angewandt, d. h. es wird 
ein unmarkierter Primärantikörper verwendet, an den ein markierter Sekundärantikörper oder 
ein antikörperspezifischer Ligand gebunden wird. In speziellen Fällen können auch markierte 
Tertiärantikörper oder spezifische Liganden gebunden werden. Der indirekte Nachweis hat 
mehrere Vorteile: Es muss nicht jeder spezifische Primärantikörper gereinigt und markiert 
werden, denn die markierten Sekundär-/Tertiärantikörper können für verschiedene 
Testsysteme verwendet werden (z. B. ein markierter anti-Maus-AK gegen alle spezifischen 
Primär-AK aus Mäusen) und sind kommerziell erhältlich. Zudem ist meist eine 
Signalverstärkung und damit eine Zunahme der Empfindlichkeit zu verzeichnen, da unter 
optimalen Bedingungen mehrere Sekundärantikörper an einen Primärantikörper binden 
können (Eckert & Kartenbeck, 1997; Geckeler & Eckstein, 1998). Die Markierung kann in 
Form von chemischer Kopplung mit Enzymen (Umsetzung von chromogenen Substraten), 
mit radioaktiven Isotopen, durch Adsorption an Schwermetalle oder durch Biotinylierung 
erfolgen. Über biotinylierte Antikörper können wiederum (Strept)Avidin-gekoppelte Enzyme 
gebunden werden. Dies beruht auf der sehr hohen Affinität des Proteins Streptavidin aus 
Streptomyces avidinii sowie Avidin aus Eiklar zu Biotin. Das Steptavidin- bzw. Avidin-
Biotin-System zeichnet sich durch einen hohen signalverstärkenden Effekt aus, da zum einen 
beide Proteine 4 Bindungsstellen für Biotin besitzen und zum anderen Proteine (z. B. 
Antikörper) mehrere Biotinmoleküle (244 Da) binden können (Eckert & Kartenbeck, 1997). 
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Die Detektion beim enzymgekoppelten Nachweis erfolgt meist colorimetrisch oder 
luminometrisch. Beim luminometrischen Nachweis wird eine luminogene Substanz 
(Luminophor) angeregt und in ein energiereiches, instabiles Zwischenprodukt umgewandelt. 
Dieses zerfällt unter Entstehung eines elektronisch angeregten Produktes, das unter 
Abstrahlung einer charakteristischen Fluoreszenzstrahlung (Chemilumineszenz) in den 
Grundzustand übergeht. Beim colorimetrischen Nachweis wird aus einem farblosen 
Chromogen ein gefärbtes, unlösliches Produkt gebildet. Für die colorimetrische 
Nachweisreaktion mit Meerrettichperoxidase (HRP) wird meist 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) 
verwendet, welches in Gegenwart von Wasserstoffperoxid durch oxidative Polymerisierung 
und Zyklisierung ein braunes unlösliches Phenazinpolymer bildet. Wird das Enzym alkalische 
Phosphatase verwendet, so eignet sich als Substrat 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) 
zusammen mit Nitroblau-Tetrazolium (NBT). BICP wird dabei zu einem löslichen 
Indoxylderivat dephosphoryliert, welches dann in einer Redoxreaktion durch NBT oxidiert 
und dimerisiert wird, wobei ein tiefblauer unlöslicher Farbstoff entsteht  
(5,5’-Dibrom-4,4’-dichlor-indigo). Dabei wird NBT zu einem violett gefärbten Diformazan 
reduziert, wodurch eine blauviolette Färbung der reaktiven Banden resultiert. Diese Reaktion 
ist mit einer Nachweisgrenze von 10 – 15 pg sehr empfindlich (Eckert & Kartenbeck, 1997). 
 
 
2.4.3 Histaminfreisetzungstest 
 
Der Basophilen-Histaminfreisetzungstest beruht auf der Freisetzung des Mediators Histamin 
infolge einer Degranulation basophiler Granulozyten durch Stimulation mit einem Allergen. 
Hierdurch kann die IgE-Reaktivität bestimmt werden. Neben Histamin kann auch die 
Leukotrienfreisetzung zur Beurteilung herangezogen werden (Kleine Budde et al., 2001). 
Prinzipiell gibt es zwei Möglichkeiten in der Ausführung des Assays: den direkten und den 
indirekten, sog. „stripped“ Basophilen-Histaminfreisetzungstest. Beim direkten Test werden 
die basophilen Granulozyten aus Allergikerblut isoliert und tragen somit bereits die 
spezifischen Antikörper gegen das zu untersuchende Allergen. Problematisch hierbei ist 
jedoch die Tatsache, dass 10 – 20 % der Allergiker sog. „Non-releaser“ sind (van der Zee et 
al., 1988; Nguyen et al., 1990). Während diese Patienten beim Skin-Prick-Test sowie RAST 
(Radioallergosorbenstest) positive Befunde aufweisen, wird von den basophilen Granulozyten 
bei Allergenkontakt kein Histamin freigesetzt. Dieses Problem kann beim indirekten 
Verfahren umgangen werden, indem die basophilen Granulozyten aus Nichtallergikerblut 
gewonnen werden. Diese werden zunächst von den eigenen IgE-Antikörpern befreit und 
anschließend durch Inkubation mit Allergikerserum sensibilisiert (Kleine Budde et al., 2001).  
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Der indirekte Basophilen-Histaminfreisetzungstest erfolgt in mehreren Schritten:  
- Isolierung der Zellen 
- Ablösen der eigenen IgE (Stripping) 
- Behandlung mit Allergikerserum zur Anheftung spezifischer IgE (Sensibilisierung) 
- Stimulation mit dem Allergen, dadurch Freisetzung von Histamin 
- Quantifizierung des freigesetzten Histamins 
Die Isolierung der basophilen Granulozyten aus Blut kann beispielsweise mittels 
Dichtegradientenzentrifugation erfolgen. Ein klassisches Separationsmedium stellt 
Ficoll-Hypaque dar, wobei sich eine Vielzahl von prinzipiell ähnlichen Separationsmedien 
mit leicht unterschiedlichen Rezepturen, z. B. Histopaque, auf dem Markt befindet. Dabei 
handelt es sich um Lösungen aus Polysaccharose, einem synthetischen verzweigten Polymer 
aus Saccharoseeinheiten (z. B. Ficoll), die ein dichteerhöhendes Additiv wie 
Natriumdiatrizoat (Hypaque) enthalten. Meist wird ein Medium mit der Dichte 1,077 g/cm3 
verwendet, mit Blut überschichtet und zentrifugiert. Je nach Dichte wandern die Zellen nun an 
die Stelle mit der gleichen Dichte und verharren dort in einem Schwebezustand. Demnach 
handelt es sich um eine isopyknische (= „gleich-dichte“) Zentrifugation. Erythrozyten sowie 
eosinophile und neutrophile Granulozyten haben eine größere Dichte als das Medium und 
bilden ein Pellet am Boden des Zentrifugenbechers. Die Polysaccharose bewirkt die 
Aggregation der Zellen und beschleunigt die Sedimentation. Thrombozyten verbleiben 
aufgrund ihres geringen Zellvolumens im Plasma. Die Dichte der basophilen Granulozyten 
sowie der mononukleären (einkernigen) Blutzellen (MNC), d. h. Lymphozyten und 
Monozyten, ist geringer als die des Mediums, aber höher als die des Plasmas, so dass diese 
Zellen eine milchigweiße Ringfraktion dazwischen bilden. Diese Fraktion wird entfernt und 
kann nach mehreren Waschschritten für den Mediator-Freisetzungstest verwendet werdenii 
(Luttmann et al., 2006). 
Die gewonnenen basophilen Granulozyten werden zunächst durch Behandlung mit 
Milchsäurepuffer von den eigenen IgE-Antikörpern befreit (Pruzansky et al., 1983). 
Anschließend erfolgt die Sensibilisierung durch Inkubation mit Allergikerserum, wobei 
allergenspezifische IgE-Antikörper an die IgE-Rezeptorproteine der basophilen Granulozyten 
gebunden werden (Pruzansky et al., 1983; Unanue & Benacerraf, 1987). 
Die Empfindlichkeit des Tests kann durch eine Vorinkubation mit Interleukin-3 (IL-3) erhöht 
werden (Kleine Budde et al., 2001). Hirai et al. (1988) konnten bei der Stimulation von 
Basophilen mit anti-IgE zeigen, dass durch Inkubation mit IL-3 eine Erhöhung der 
Histaminfreisetzung bis zu 31 % (bezogen auf das gesamte intrazelluläre Histamin) zu 
                                                 
ii
 Datenblatt Histopaque®-1077  
Sigma-Aldrich: Datenblatt Histopaque-1077 (Verfahren Nr. 1077). 
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beobachten ist (Hirai et al., 1988). Kurimoto et al. (1991) belegten, dass neben der 
Histaminfreisetzung auch die Sekretion anderer Mediatoren erhöht und insbesondere eine 
Neubildung von Lipidmediatoren (z. B. Leukotrien C4) durch IL-3 gefördert wird. Zudem 
wurde eine Verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve nach links beobachtet, d. h. durch die 
Behandlung mit IL-3 wird bereits bei geringeren Allergenkonzentrationen eine 
Mediatorfreisetzung hervorgerufen. Daraus resultiert die erhöhte Testempfindlichkeit 
(Kurimoto et al., 1991). 
Anschließend erfolgt die Stimulation mit dem Allergen, wodurch es zur Degranulation der 
basophilen Granulozyten und damit zur Mediatorausschüttung kommt (siehe Kapitel 2.1.2). 
Um eine Dosis-Wirkungs-Kurve zu erhalten, wird das Allergen in verschiedenen 
Verdünnungen zugesetzt. Die Histaminfreisetzung wird als prozentuale Freisetzung bezogen 
auf die gesamte intrazelluläre Histaminmenge bestimmt. Zur Ermittlung dieser maximal 
freisetzbaren Menge (Totalrelease) müssen die Zellen lysiert werden. Dies kann z. B. durch 
Behandlung mit Perchlorsäure oder durch zweimaliges Einfrieren und Auftauen erfolgen. Da 
Histamin auch in geringem Maße spontan, d. h. ohne Stimulation mit dem Antigen, 
freigesetzt werden kann, ist es sinnvoll, die allergenspezifischen Releasewerte um diesen sog. 
Spontanrelease zu korrigieren. Dieser sollte unterhalb von 5 % liegen. Bei Werten über 10 % 
spricht man von einer positiven Histaminfreisetzung (Kleine Budde et al., 2001; Fötisch et 
al., 2003). 
Zur Quantifizierung des freigesetzten Histamins bieten sich mehrere Möglichkeiten. 
Beispielsweise ist eine fluorimetrische Detektion möglich (Kleine Budde et al., 2001). Dabei 
kann das Histamin mit o-Phthaldialdehyd unter Bildung eines fluoreszierenden Produktes 
derivatisiert werden. Des Weiteren ist eine immunologische Bestimmung mittels 
Enzymimmunoassay (EIA) möglich (Fötisch et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit wird 
dafür ein kommerziell erhältliches Bestimmungskit verwendet. Da Histamin aufgrund seiner 
geringen Größe ein Hapten darstellt, muss es zunächst acyliert werden, um vom Antikörper 
erkannt zu werden. Zur anschließenden Quantifizierung wird ein kompetitiver Assay genutzt, 
d. h. um die an der Mikrotiterplatte immobilisierten anti-Histamin-Antikörper besteht eine 
Konkurrenz zwischen dem freigesetzten Histamin und einem zugesetzten Enzymkonjugat aus 
Histamin und alkalischer Phosphatase. Als Substrat dient p-Nitrophenylphosphat, das zum 
gelb gefärbten p-Nitrophenolat dephosphoryliert wirdiii. 
Ein wesentlicher Nachteil ist der sehr hohe Zeitaufwand der Methode, so dass sie nicht als 
Routineverfahren in der Allergiediagnostik geeignet ist. Sie ist jedoch als ergänzende 
Methode bei umfassenderen Untersuchungen sinnvoll, da sie eine Quantifizierung der 
                                                 
iii
 Anleitung EIA Histamine – Immunoenzymatischer Assay für die quantitative in vitro Bestimmung von 
Histamin (Immunotech SAS) 
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IgE-Reaktivität zulässt, während mittels Western Blot nur qualitative bzw. semiquantitative 
Aussagen getroffen werden können (Kleine Budde et al., 2001). 
 
 
2.5 Die Maillard-Reaktion 
 
Die Maillard-Reaktion erhielt ihren Namen von Louis Camille Maillard, der feststellte, dass 
sich Gemische aus Aminosäuren und Zuckern besonders unter Hitzeeinwirkung braun färben, 
und dass die Reaktivität sowohl von der jeweiligen Aminosäure als auch der Art des Zuckers 
abhängt (Maillard, 1912). Im Zuge der Maillard-Reaktion, auch Glykierung oder 
nichtenzymatische Bräunung genannt, reagieren freie Aminogruppen von Aminosäuren, 
Peptiden oder Proteinen mit reduzierenden Zuckern, wobei zahlreiche farbige Substanzen 
sowie Aromastoffe gebildet werden (Belitz et al., 2001; Silván et al., 2006). Neben einer 
erhöhten Temperatur begünstigen auch eine niedrige Wasseraktivität sowie eine längere 
Lagerung die Reaktion (Belitz et al., 2001). 
 
 
2.5.1 Ablauf, Bildung von ausgewählten Maillard-Reaktionsprodukten und 
Konsequenzen 
 
Im Zuge der vielfältigen Reaktionen, die unter dem Begriff Maillard-Reaktion 
zusammengefasst werden, entstehen zahlreiche sensorisch relevante Substanzen, die sich 
sowohl positiv als auch negativ auf die Produktqualität auswirken können. Die Bildung 
brauner Pigmente, flüchtiger Aromakomponenten sowie bitterer Geschmacksstoffe ist bei 
vielen Herstellungsprozessen erwünscht, wie beim Backen, Braten, Kochen und Rösten. Aber 
die Glykierung kann auch unerwünschte Bräunung sowie Fehlaromen und Fehlgeschmack 
hervorrufen, beispielsweise bei der Haltbarmachung von Milchprodukten (Belitz et al., 2001). 
Die Modifizierung von Proteinen durch die Maillard-Reaktion mindert auch den Nährwert 
eines Lebensmittels. Zum einen kommt es zum Verlust wichtiger Aminosäuren wie Lysin, 
Arginin, Cystein und Methionin, die in glykierter Form für den Organismus nicht mehr 
nutzbar sind. Zudem wird auch die Verdaubarkeit der Proteine verringert und die Resorption 
beeinflusst. Dabei spielen sterische Effekte durch die Modifizierung eine Rolle, wie auch 
Änderungen in der Ladung und Basizität. Maillard-Reaktionsprodukte (MRP) sind in der 
Lage, proteolytische und glycolytische Enzyme zu inhibieren. Zudem werden 
Wechselwirkungen mit Metallionen und damit eine Beeinflussung des Mineralstoffwechsels 
beschrieben. Ferner werden bei einigen Verbindungen mutagene und carcinogene 
Eigenschaften diskutiert (Friedman, 1996; Belitz et al., 2001; Silván et al., 2006). 
 2 Hintergrund und Wissensstand 
- 41 - 
 
Doch werden bestimmten MRP auch positive und gesundheitsfördernde Wirkungen 
zugesprochen. So weisen einige Verbindungen stark reduzierende Eigenschaften auf 
(Reduktone), die im Lebensmittel zu einem Schutz gegen oxidativen Verderb führen. Die 
antioxidative Wirksamkeit beruht darauf, dass Reduktone in der Lage sind, aktive 
Sauerstoffspezies und freie Radikale abzufangen sowie Schwermetallionen zu komplexieren, 
welche die Lipidperoxidation fördern. Auch antimutagene und antibiotische Eigenschaften 
von MRP werden auf deren Fähigkeit zur Metallkomplexierung bzw. Enzyminhibierung 
zurückgeführt (Friedman, 1996; Belitz et al., 2001; Silván et al., 2006). Des Weiteren kann 
die Allergenität von Proteinen durch die Maillard-Reaktion beeinflusst werden. Zum einen 
besteht die Möglichkeit, dass durch die Proteinmodifizierung Epitope so verändert werden, 
dass sie weniger oder nicht mehr als antigene Struktur erkannt werden. Es wird vermutet, dass 
insbesondere die frühe Phase der Maillard-Reaktion einen Einfluss auf die Antigenität hat. 
Andererseits ist es jedoch auch denkbar, dass durch die Glykierung neue antigene Strukturen 
in das Protein eingebracht werden. Auf den Einfluss der Maillard-Reaktion auf das allergene 
Potential wurde bereits in Kapitel 2.1.4 ausführlicher eingegangen (Friedman, 1996). 
Es werden drei Phasen der Maillard-Reaktion unterschieden: die frühe, fortgeschrittene und 
finale Phase. Diese können durchaus simultan ablaufen und werden von den 
Reaktionsbedingungen (pH-Wert, Wasseraktivität, Temperatur usw.) sowie wechselseitig 
voneinander beeinflusst (Silván et al., 2006). 
 
 
Abb. 9: Bildung einer Amadori-Verbindung am Beispiel der Glucose (Belitz et al., 2001) 
 
Während der frühen Phase der Maillard-Reaktion werden die sog. Amadori-Verbindungen 
als erste stabile Produkte gebildet. Diese entstehen bei der Kondensationsreaktion zwischen 
einer Aminogruppe und der Carbonylfunktion eines reduzierenden Zuckers (Aldosen, z. B. 
Glucose) unter Bildung der Schiffschen Base und anschließender Amadori-Umlagerung 
(Abb. 9). Bei der Reaktion von Aminokomponenten mit Ketosen, wie z. B. Fructose, 
entstehen die sog. Heyns-Produkte (Belitz et al., 2001; Silván et al., 2006). Da 
Amadori-Verbindungen noch vor dem Auftreten sensorischer Veränderungen entstehen, 
dienen sie als empfindliche Indikatoren für den frühen Nachweis von Qualitätsminderungen, 
die durch die Maillard-Reaktion hervorgerufen wurden. Insbesondere Nε-Fructosyllysin und 
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Nε-Lactulosyllysin werden oft als Indikatorsubstanzen für die Erhitzung bzw. Verarbeitung 
von Lebensmitteln bestimmt, da bei der Glykierung von Proteinen meist freie 
ε-Aminogruppen von Lysinseitenketten derivatisiert werden. Aber auch die Guanidinogruppe 
des Arginins stellt einen möglichen Reaktionspartner dar (Belitz et al., 2001; Silván et al., 
2006). Neben proteingebundenen Lysin- und Argininseitenketten kann jedoch auch jede 
andere Aminosäure derivatisiert werden, unter der Voraussetzung, dass sie eine freie 
Aminogruppe aufweist. Dies ist bei N-terminal vorliegenden Aminosäuren im Proteinverband 
und vor allem bei freien Aminosäuren der Fall. Bei Lebensmitteln mit hohen Anteilen freier 
Aminosäuren ist es daher sinnvoll, neben Nε-Fructosyllysin auch Amadori-Produkte anderer 
Aminosäuren, die Nα-Fructosylaminosäuren, zu betrachten (Silván et al., 2006). 
 
 
Abb. 10: Bildung der Desoxyglucosulosen aus dem Amadori-Produkt und mögliche Folgeprodukte 
(Belitz et al., 2001) 
 
Amadori-Verbindungen stellen nur Zwischenprodukte der Maillard-Reaktion dar und gehen 
weitere Reaktionen ein, wobei auch aromaaktive Substanzen und farbige Verbindungen 
entstehen können. Während der fortgeschrittenen Phase werden sie zu hochreaktiven 
α-Dicarbonylen abgebaut. Dabei entstehen zunächst die sog. Desoxyglucosulosen 
(Desoxyosone), d. h. 1-, 3- und 4-Desoxydicarbonylverbindungen, durch Enolisierung des 
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Amadori-Produktes und anschließende Eliminierungsreaktionen (Abb. 10). Sie bilden die 
Vorstufen vielfältiger Folgeprodukte (Belitz et al., 2001; Silván et al., 2006). Auf die Bildung 
ausgewählter, für die vorliegende Arbeit relevanter AGEs (advanced glycation endproducts) 
wird im Folgenden näher eingegangen (Abb. 11). 
 
 
Abb. 11: Bildung ausgewählter AGEs (Odani et al., 1999; Belitz et al., 2001) 
 
Die 3-Desoxyglucosulose bildet u. a. die Vorstufe für das Pyrralin. Zunächst entsteht unter 
Enolisierung und Wasserabspaltung das reaktive Zwischenprodukt 3,4-Didesoxyglucosulose, 
welches mit Aminogruppen Pyrrolderivate bildet. Das Reaktionsprodukt mit 
Lysinseitenketten wird als ε-(2-Formyl-5-hydroxymethyl-1-pyrrolyl)-norleucin, kurz Pyrralin 
bezeichnet (Belitz et al., 2001). Pyrralin kommt v. a. in sterilisierten Produkten in hohen 
Mengen vor und stellt einen Parameter für starke Hitzeschäden in Proteinen dar (Silván et al., 
2006). 
Das Amadori-Produkt Nε-Fructosyllysin kann auch oxidativ gespalten werden, wobei  
Nε-Carboxymethyllysin (CML) und Erythronsäure entstehen (Ahmed et al., 1986). CML ist 
ein Indikator für drastische Proteinmodifizierungen durch die Maillard-Reaktion, da es erst 
bei starker Erhitzung in großen Mengen gebildet wird (Friedman, 1996). Es sind aber noch 
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weitere Bildungswege für CML möglich, wie z. B. die direkte Reaktion von Lysinseitenketten 
mit Glyoxal, welches aus der Schiffschen Base oder Glucose (Glucoseautoxidation) gebildet 
werden kann (Glomb & Monnier, 1995; Thornalley et al., 1999). Da Glyoxal auch 
glucoseunabhängig während der Lipidperoxidation entstehen kann, ist CML nicht nur den 
AGEs, sondern auch den ALEs (advanced lipoxidation endproducts) zuzuordnen (Frye et al., 
1998; Assar et al., 2009). Einen weiteren glucoseunabhängigen Reaktionsweg stellt die 
Oxidation von Ascorbinsäure dar, deren Zwischenprodukt Threose als Vorstufe für CML 
dient (Dunn et al., 1990). 
Es sind auch Quervernetzungsprodukte zwischen Aminosäureseitenketten möglich. Hierzu 
gehört unter anderem das Pentosidin, das durch Verknüpfung eines Arginin- und eines 
Lysinrestes über eine Pentose entsteht (Sell & Monnier, 1989). Aber auch aus Glucose, 
Fructose, 3-DG, Amadori-Produkt, Ascorbat und anderen Zuckern kann Pentosidin gebildet 
werden (Dyer et al., 1991). Es wird vermutet, dass Arabinose eine wichtige Vorstufe des 
Pentosidins darstellt, welche unter oxidativen Bedingungen aus Glucose entsteht  
(Wells-Knecht et al., 1995). 
 
Die finale Phase der Maillard-Reaktion ist gekennzeichnet durch die Bildung 
hochmolekularer, braun gefärbter Verbindungen, der sog. Melanoidine. Diese entstehen durch 
komplexe Kondensationsreaktionen, deren Mechanismen bis heute noch nicht im Detail 
bekannt sind. Auch konnten bisher nur wenige Melanoidine identifiziert oder gar quantifiziert 
werden. Die braunen Substanzen sind essentiell für die sensorischen Eigenschaften erhitzter 
Lebensmittel und tragen zudem aufgrund ihrer hohen antioxidativen Kapazität zur längeren 
Haltbarkeit bei, indem sie als Metallchelatoren und Radikalfänger wirken (Belitz et al., 2001; 
Silván et al., 2006). 
 
 
2.5.2 Analytik und Vorkommen von MRP in Lebensmitteln 
 
Zur Analytik von Amadori-Produkten bietet sich eine Vielzahl von Möglichkeiten, die sich 
prinzipiell in direkte und indirekte Verfahren unterteilen lassen (Silván et al., 2006). Die 
direkte Bestimmung ist beispielsweise mittels Ionenaustauschchromatographie und 
Ninhydrin-Nachsäulenderivatisierung (Aminosäureanalyse) (Henle et al., 1991a) oder HPLC 
mit Derivatisierung (Walton & McPherson, 1987; Reutter & Eichner, 1989) bzw. 
massenspektrometrischer Detektion (Vinale et al., 1999; Moreno et al., 2002) möglich. Auch 
kapillarelektrophoretische Methoden (Moreno et al., 2002; Hau et al., 2004) und die 
Trennung mittels HPAEC mit elektrochemischer Detektion (Davidek et al., 2002; Davidek et 
al., 2003) wurden beschrieben. 
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Die Quantifizierung von proteingebundenem Nε-Fructosyllysin erfolgt meist auf indirekte 
Weise, wobei eine Möglichkeit in der Bestimmung des reaktiven Lysins besteht (Silván et al., 
2006). Hierbei werden die freien Aminogruppen des Lysins über eine Farbreaktion erfasst, 
z. B. unter Verwendung von o-Phthaldialdehyd, Fluorescamin oder Fluordinitrobenzol 
(Sanger-Reagens) (Carpenter, 1960; Yaylayan et al., 1992; Morales et al., 1995).  
 
 
Abb. 12: Umsatzraten für die verschiedenen Hydrolyseprodukte des Nε-Fructosyllysins bei der 
Säurehydrolyse mit 8 N Salzsäure (Krause et al., 2003) 
 
Am gebräuchlichsten ist jedoch die Umsetzung der Amadori-Produkte in die entsprechenden 
2-Furoylmethylaminosäuren (FMAS) durch standardisierte Säurehydrolyse. Diese Derivate 
sind UV-aktiv und können mittels Aminosäureanalyse (Molnár-Perl et al., 1986; Henle et al., 
1991b) oder Ionenpaar-HPLC bestimmt werden (Resmini et al., 1990; Guerra-Hernandez & 
Corzo, 1996). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass das Amadori-Produkt nicht vollständig zur 
FMAS umgesetzt wird, sondern zu einem großen Teil auch die entsprechende freie 
Aminosäure zurückgebildet wird und ggf. noch weitere Nebenprodukte entstehen. Die 
Umsatzraten sind erheblich von den gewählten Hydrolysebedingungen (Säurekonzentration, 
Temperatur und Zeit) sowie dem gebundenen Zucker abhängig. Mehrere Studien haben sich 
bereits mit den Hydrolyseprodukten des Nε-Fructosyllysins beschäftigt, aus dem das sog. 
Furosin (Nε-Furoylmethyllysin) entsteht, sowie freies Lysin, Pyridosin und CML (Finot & 
Mauron, 1972; Krause et al., 2003). Krause et al. (2003) untersuchten die molaren Ausbeuten 
der einzelnen Hydrolyseprodukte in Abhängigkeit von der Säurekonzentration unter 
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Verwendung verschiedener Amadori-Produkte des Lysins. Aus Abb. 12 wird ersichtlich, dass 
proteingebundenes Nε-Fructosyllysin bei Verwendung von 8 N Salzsäure zu 46 % zu Furosin 
umgesetzt wird, während 42 % des Lysins wieder freigesetzt werden. Bei Hydrolyse mit 6 N 
Salzsäure sinkt der Anteil an Furosin auf 32 %, während die Umsatzrate zum Lysin auf 56 % 
ansteigt (Krause et al., 2003).  
Weniger intensiv untersucht sind hingegen die Amadori-Produkte anderer Aminosäuren. 
Penndorf et al. (2007) untersuchten die Umsetzung von α-Lactulosylderivaten verschiedener 
hydrophober Aminosäuren zur entsprechenden FMAS sowie der freien Aminosäure und 
stellten wesentlich geringere Umsatzraten zur FMAS (6 bis 18 % in 8 N Salzsäure) fest als für 
Νε-Fructosyllysin. 
Das AGE Pyrralin kann aufgrund seiner Säurelabilität nur durch enzymatische Hydrolyse aus 
dem Proteinverband freigesetzt werden. Die Bestimmung erfolgt anschließend mittels 
Aminosäureanalyse (Henle & Klostermeyer, 1993; Henle et al., 1994) oder 
Ionenpaar-RP-HPLC (Resmini & Pellegrino, 1994; Förster et al., 2005). 
Auch zur Analytik des CML bieten sich mehrere Möglichkeiten. Zum einen wurden  
RP-HPLC-Methoden nach Derivatisierung mit o-Phthaldialdehyd beschrieben (Hartkopf & 
Erbersdobler, 1994; Drusch et al., 1999) sowie GC/MS-Methoden nach Silylierung oder 
Umsetzung zum Trifluoracetylmethylester (Ahmed et al., 1988; Dunn et al., 1991). Auch die 
Anwendung von UPLC/MS wurde beschrieben (Assar et al., 2009). Eine Bestimmung ist 
sowohl nach saurer als auch nach enzymatischer Hydrolyse möglich, jedoch kann unter 
oxidativen Bedingungen während der Säurehydrolyse eine Nachbildung von CML aus dem 
Amadori-Produkt Nε-Fructosyllysin erfolgen. Krause et al. (2003) ermittelten eine 
Umsatzrate von 1,6 % bei standardisierter Säurehydrolyse mit 6 N Salzsäure. Dies kann durch 
eine der Hydrolyse vorangehende vollständige Reduktion des Amadori-Produktes mit 
Natriumborhydrid unterbunden werden (Dunn et al., 1991). 
Das fluoreszierende Produkt Pentosidin wird üblicherweise nach Säurehydrolyse mittels 
Ionenaustauschchromatographie mit Fluoreszenzdetektion bestimmt (Henle et al., 1997). 
 
In Tab. 6 sind für ausgewählte Lebensmittel Literaturdaten zu den Gehalten der diskutierten 
MRP gegenübergestellt. Anhand der verschiedenen Milchprodukte wird ein deutlicher 
Anstieg der MRP-Gehalte mit steigender Intensität der Hitzebehandlung deutlich. Während in  
Rohmilch sowie pasteurisierter Milch die Derivate nur in geringen Mengen nachweisbar sind, 
enthalten sterilisierte Milch und Milchpulver bis zu 12 g Furosin/kg Protein. Auch in Nudeln 
und Backwaren konnten Furosingehalte bis zu 8,5 g bzw. 6 g je kg Protein bestimmt werden. 
Die Pyrralingehalte sind in den meisten Lebensmitteln wesentlich geringer als die 
Furosingehalte (bis zu 300-fach), woraus deutlich wird, dass das Amadori-Produkt des 
proteingebundenen Lysins generell dominiert. Besonders hohe Pyrralingehalte wurden in 
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Brotkruste (bis 3,7 g/kg Protein) beobachtet (Henle et al., 1994). Pyrralin erwies sich v. a. in 
stark erhitzten Proben wie Nudeln als geeigneter Erhitzungsparameter, da dessen Bildung 
später einsetzt als die des Amadori-Produktes. Dafür ist aber ein linearer Anstieg unter 
Bedingungen zu verzeichnen, bei denen der Furosingehalt bereits wieder sinkt (Resmini & 
Pellegrino, 1994; Erbersdobler & Somoza, 2007). Als Vertreter der fortgeschrittenen Phase 
der Maillard-Reaktion spielt unter den hier genannten Verbindungen das Pyrralin die größte 
Rolle, während CML meist in geringeren Mengen vorkommt. Hohe CML-Konzentrationen 
finden sich in stark erhitzten Milchprodukten sowie Backwaren, v. a. in Brotkruste (bis 
382 mg/kg Protein) (Erbersdobler & Somoza, 2007; Assar et al., 2009). Die Gehalte an 
Pentosidin sind um den Faktor 100 bis 1000 niedriger als die des Pyrralins. Folglich spielt 
dieses Quervernetzungsprodukt nur eine geringe Rolle bei der Proteinmodifizierung im Zuge 
der Maillard-Reaktion (Henle et al., 1997). 
 
Tab. 6: Gehalte an MRP in ausgewählten Lebensmitteln in mg/kg Protein. n. n. nicht nachweisbar 
 Furosin Pyrralin CML Pentosidin 
Roh- und 
pasteurisierte 
Milch 
35 – 75 [1-4] n. n. – 10 [4;5] n. n. – 68 [4;6;7] n. n. [8] 
UHT-Milch 350 – 2400 [1-4] n. n. – 10 [4;5] n. n. – 76 [4;6] n. n. – 0,05 [8] 
sterilisierte Milch 2200 – 12000 [1-3] n. n. – 260 [5] 343 [6] 0,1 – 2,6 [8] 
Kondensmilch 3400 – 8800 [1;4] 99 – 130 [4;5] n. n. – 1015 [4;6;7;9] 0,3 – 0,6 [8] 
Milchpulver 1800 – 12000 [1;3;4] n. n. – 1150 [4;5] n. n. – 171 [4;6] n. n. – 0,4 [8] 
Nudeln 
(getrocknet) 
400 – 8500 [1;3;10; 11] n. n. – 125 [5;11] - - 
Backwaren (Brot, 
Zwieback, Kekse 
usw.) 
1810 – 6000 [1;3] 20 – 3680 [4;5] n. n. – 382 [4;11] n. n. – 22,8 [8] 
Röstkaffee - 400 [4] - 10,8 – 39,9 [4] 
[1]
 (Henle et al., 1995) [2] (Van Renterghem & De Block, 1996) [3] (Acquistucci et al., 1996)  
[4]
 (Förster, 2006) [5] (Henle et al., 1994) [6] (Drusch et al., 1999) [7] (Assar et al., 2009)  
[8]
 (Henle et al., 1997) [9] (Hartkopf et al., 1994) [10] (García-Banos et al., 2004) [11] (Resmini & Pellegrino, 1994) 
[12]
 (Charissou et al., 2007) 
 
Untersuchungen zu α-FMAS in hitzebehandelten Lebensmitteln wurden bisher vor allem in 
verschiedenen Obst- und Gemüseprodukten (del Castillo et al., 2000; Sanz et al., 2000; Sanz 
et al., 2001; Soria et al., 2009) sowie in Honig (Sanz et al., 2003),  Säuglingsanfangs-
nahrungen (Penndorf et al., 2007) und Käse (Schwietzke et al., 2011) durchgeführt. Tab. 7 
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zeigt eine Übersicht über die Gehalte einiger FMAS in Obst- und Gemüseprodukten. In den 
meisten Publikationen hierzu wurden die FMAS-Gehalte jedoch nicht auf den Proteingehalt, 
sondern auf die Trockenmasse oder das Produkt direkt bezogen, was Vergleiche zwischen den 
einzelnen Produktgruppen erschwert. Eine genaue Umrechnung auf die Einheit g/kg Protein 
ist ohne Kenntnis der Trockenmasse- und Proteingehalte der Proben nicht möglich, jedoch 
kann mit Hilfe von mittleren Gehalten (Souci et al., 2008) eine Abschätzung getroffen 
werden. Diese geschätzten Gehalte sind ebenfalls in Tab. 7 angegeben. 
 
Tab. 7: FMAS in verschiedenen Obst- und Gemüseprodukten. Die Gehalte in g/kg Protein wurden 
unter Zuhilfenahme einschlägiger Nährwerttabellen (Souci et al., 2008) abgeschätzt und in 
Kursivschrift angegeben. n. b. nicht bestimmt, n. n. nicht nachweisbar, TM Trockenmasse 
 Einheit Furosin FM-Ala FM-Pro FM-GABA FM-Arg 
Orangensaft aus 
Konzentrat [1] 
mg/l 
g/kg Protein 
n. b. n. b. n. b. 0,99 – 3,40 
0,2 – 0,5 
1,17 – 4,72 
0,2 – 0,7 
Tomatensaft [2] mg/100g TM 
g/kg Protein 
10 
0,8 
n. b. n. b. 19 
1,5 
n. b. 
Tomatenmark, 
doppeltkonz. [2] 
mg/100g TM 
g/kg Protein 
43 
2,6 
n. b. n. b. 88 
5,8 
n. b. 
Rosinen [3] mg/100g 
g/kg Protein 
7 – 31 
2,9 – 12,7  
n. n. – 16 
n. n. – 6,5  
2 – 8 
0,9 – 3,3  
10 – 76 
4,1 – 30,8  
10 – 63 
4,1 – 25,4  
Aprikosen, 
getrocknet [3] 
mg/100g 
g/kg Protein 
8 
1,5 
n. n. 
 
6 
1,1 
4 
0,7 
n. b. 
Datteln, 
getrocknet [3] 
mg/100g 
g/kg Protein 
16 
8,8 
n. n. 
 
3 
1,6 
18 
9,70 
n. b. 
Pflaumen, 
getrocknet [3] 
mg/100g 
g/kg Protein 
21 
9,0 
5 
2,0 
4 
1,6 
22 
9,4 
n. b. 
Feigen, 
getrocknet [3] 
mg/100g 
g/kg Protein 
14 
4,0 
n. n. 4 
1,2 
8 
2,2 
n. b. 
Karotten, 
getrocknet [4] 
g/kg Protein 3,6 – 4,2 1,3 – 1,5 n. b. 1,5 – 3,1 n. b. 
[1]
 (del Castillo et al., 2000) [2] (Sanz et al., 2000) [3] (Sanz et al., 2001) [4] (Soria et al., 2009) 
 
Allgemein lässt sich sagen, dass neben Furosin die α-FMAS ebenfalls eine wichtige Rolle in 
hitzebehandeltem Obst und Gemüse spielen. Sanz et al. (2000) untersuchten verschiedene 
kommerzielle Tomatenprodukte, u. a. Saft und Tomatenmark, und beobachteten steigende 
Gehalte an Furosin sowie dem Derivat der γ-Aminobuttersäure (FM-GABA) mit stärkerer 
Hitzebehandlung, wobei die FM-GABA-Gehalte ca. doppelt so hoch waren wie die des 
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Furosins (Sanz et al., 2000). Eine Studie von Sanz et al. (2001) zu Trockenfrüchten ergab, 
dass insbesondere Rosinen, aber auch getrocknete Datteln und Pflaumen sehr hohe 
FMAS-Gehalte aufwiesen, wobei FM-GABA in vergleichbaren oder höheren Mengen als 
Furosin nachweisbar war. Auch die Derivate des Alanins, Prolins und Arginins wurden 
detektiert. Soria et al. (2009) untersuchten die Bildung ausgewählter FMAS in getrockneten 
Karotten und konnten neben Furosin FM-Ala und FM-GABA identifizieren und 
quantifizieren. Insgesamt sind α-FMAS durchaus als nützliche Indikatoren für eine 
Hitzebehandlung von Obst- und Gemüseprodukten anzusehen (del Castillo et al., 2000; Sanz 
et al., 2000; Sanz et al., 2001; Soria et al., 2009). 
 
Abgesehen von der Studie von Soria et al. (2009), die sich mit Furosin und α-FMAS in 
getrockneten Karotten beschäftigte, liegen keine Daten zu MRP in verschiedenen 
Karottenprodukten vor. Zudem sind bisher keine Informationen zur Relevanz 
fortgeschrittener Maillard-Produkte (AGEs) vorhanden. Auch zum Ausmaß der Maillard-
Reaktion und zur Bildung relevanter Glykierungsprodukte in Erdnüssen ist bisher wenig 
bekannt. Maleki et al. (2000a) und Chung et al. (2001) untersuchten zwar den Einfluss der 
Hitzebehandlung auf die MRP-Bildung in Erdnüssen im Zusammenhang mit dem allergenen 
Potential, verwendeten dabei aber keine chromatographischen, sondern immunologische 
Verfahren (ELISA, Western Blot). Dabei wurden tendenziell ansteigende Werte beobachtet, 
während jedoch keine Messung von Absolutgehalten möglich war. Zur Detektion wurden sog. 
Anti-CML- und Anti-AGE-Antikörper verwendet. In diesem Zusammenhang ist es zum einen 
fraglich, welche Strukturen aus dem breit gefächerten Maillard-Reaktionsproduktspektrum 
dabei als „AGE“ erkannt werden, und wie spezifisch CML detektiert werden kann, da es sich 
bei diesem um ein sehr kleines Molekül ohne besondere Strukturmerkmale handelt. Eine 
Überquantifizierung von CML in Hämoglobin mit immunologischen Methoden konnte bereits 
durch Ahmed et al. (2005) nachgewiesen werden. 
(Ahmed et al., 2005) 
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3 Materialien und Methoden 
 
3.1 Chemikalien, Materialien und Geräte 
 
In den folgenden Tabellen sind nur diejenigen Chemikalien, Materialien und Geräte 
aufgeführt, die bei den an der Professur für Lebensmittelchemie durchgeführten Versuchen 
verwendet wurden. Die Beurteilung des allergenen Potentials erfolgte am Paul-Ehrlich-
Institut in Langen. Dabei verwendete Chemikalien und Materialien werden, soweit bekannt, 
in den jeweiligen Kapiteln zur Durchführung angegeben. 
 
Tab. 8: verwendete Chemikalien 
Chemikalien Bestellnummer Hersteller 
Acetonitril HPLC gradient grade 34851 VWR International GmbH, Darmstadt 
Acrylamid 2K extrapure A1089 AppliChem GmbH, Darmstadt 
L-Alanin 1.01007 Merck KGaA, Darmstadt 
Ameisensäure 98‒100 %, zur 
Analyse 
A0748 AppliChem GmbH, Darmstadt 
γ-Aminobuttersäure ≥ 99 % A2129 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
Aminopeptidase M aus 
Schweinenieren 
102768 Roche Deutschland Holding GmbH, 
Mannheim 
Ammoniak-Lösung ≥ 25 %, reinst 5460 Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe 
Ammoniumhydrogencarbonat 
99,5 %, reinst 
10147 Grüssing GmbH Analytika, Filsum 
Ammoniumperoxodisulfat 13375 SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 
Ammoniumsulfat 0032 Mallinckrodt Baker, Griesheim 
L-Arginin 1.01542 Merck KGaA, Darmstadt 
L-Asparaginsäure 1.00129 Merck KGaA, Darmstadt 
Ν-ε-Benzoyl-DL-lysin S787108 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
Bis-Tris-Propan ≥ 99 % B6755 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
Borsäure 99,5 % 10207 Grüssing GmbH Analytika, Filsum 
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Chemikalien Bestellnummer Hersteller 
Bovines Serumalbumin ≥ 98 % A7906 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
Citronensäure Monohydrat 99,5 % 10254 Grüssing GmbH Analytika, Filsum 
Coffein wasserfrei ≥ 99,9 % 1.02584 Merck KGaA, Darmstadt 
Coomassie Brilliantblau G 250 17524 SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 
Corolase PP  AB Enzymes GmbH, Darmstadt 
Dichlormethan HPLC analyzed 9315 Mallinckrodt Baker, Griesheim 
Dinatriumhydrogenphosphat 
Dihydrat 
1.06580 Merck KGaA, Darmstadt 
Dinatriumtetraborat Decahydrat 
(Borax) ≥ 99,5 %, p. A. 
31457  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
DL-Dithiothreitrol (DTT) 99 % 43819 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
Eisessig, technisch A0061 AppliChem GmbH, Darmstadt 
Essigsäure 100 % 20104 VWR International GmbH, Darmstadt 
Ethanol ≥ 96 %, vergällt T171 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Ethanol, absolut 20821 VWR International GmbH, Darmstadt 
Ethylendiamintetraessigsäure ≥ 99 % 
(EDTA, Chelaplex III) 
8040 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Ethylenglykoltetraessigsäure  ≥ 99 % 
(EGTA) 
3054 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Formaldehyd-Lösung ≥ 36,5 % 47629 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
D(-)-Fructose für biochemische 
Zwecke 
1.04007 Merck KGaA, Darmstadt 
Furosin Dihydrochlorid SC494 PolyPeptide Laboratories SAS, 
Strasbourg, Frankreich 
D(+)-Glucose 99,5 % G7528 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
L-Glutaminsäure 1.00291 Merck KGaA, Darmstadt 
Glycerol ≥ 99,5 %  3783 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Glycin Hydrochlorid > 99 % E-1950 Bachem Distribution Services GmbH, 
Weil am Rhein 
Harnstoff 99,5 % 11018 Grüssing GmbH Analytika, Filsum 
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Chemikalien Bestellnummer Hersteller 
IEF Markers 3‒10 Liquid Mix 39212 SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 
2-Iodacetamid, zur Synthese 804744 Merck KGaA, Darmstadt 
L-Isoleucin 1.05362 Merck KGaA, Darmstadt 
Kaliumchlorid 99,5 % 12008 Grüssing GmbH Analytika, Filsum 
Kaliumdihydrogenphosphat 30407 Riedel-de Haën GmbH, Seelze 
Kaliumhexacyanoferrrat-II Trihydrat 
≥ 99 %, p. A.  
31254  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
Kaliumhydroxid ≥ 85 %, p. A. 6751 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Kaliumiodat ≥ 98 % 60395  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
Kaliumiodid 99,5 %, reinst  12045 Grüssing GmbH Analytika, Filsum 
Kupfer-II-sulfat Pentahydrat 99 %, 
reinst 
12079 Grüssing GmbH Analytika, Filsum 
L-Leucin 1.05360 Merck KGaA, Darmstadt 
Lysinoalanin Dihydrochlorid F-1159 Bachem Distribution Services GmbH, 
Weil am Rhein 
Lysozym from chicken egg white, 
70000 U/mg 
62971 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
Macro-Prep® High Q Support (strong 
anion exchange support) 
156-0040 Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
2-Mercaptoethansulfonsäure 
Natriumsalz ≥ 98 % 
M1511 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
Methanol ≥ 99,5 %, reinst CP43 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Methanol, HPLC grade 20864 VWR International GmbH, Darmstadt 
Methanol LiChrosolv® gradient grade 
for LC 
1.06007 Merck KGaA, Darmstadt 
N,N’-Methylenbisacrylamid 2X 29195 SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 
Methylenblau 1.59270 Merck KGaA, Darmstadt 
Methylrot 1.06076 Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumacetat-Trihydrat 6779 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Natriumcarbonat, wasserfrei 1.06392 Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumchlorid 27810 VWR International GmbH, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS), reinst 20760 SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 
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Chemikalien Bestellnummer Hersteller 
Natriumhydrogencarbonat 99,5 %, 
reinst 
10147 Grüssing GmbH Analytika, Filsum 
Natriumhydroxid 99 %, reinst 12156 Grüssing GmbH Analytika, Filsum 
Natriumpyrosulfit ≥ 98 % 71928 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
Natriumthiosulfatlösung 1 mol/l 22177 Grüssing GmbH Analytika, Filsum 
Natriumthiosulfat Pentahydrat 
≥ 99,5 %, p. A. 
P034 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Natronlauge 32 % 12192 Grüssing GmbH Analytika, Filsum 
Orange G A1404 AppliChem GmbH, Darmstadt 
Ovalbumin (Albumin from chicken 
egg white) ≥ 98 % 
A5503 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
Pentan-2-sulfonsäure Na-Salz 513015 Chromatographie Handel Müller, 
Fridolfing 
Pepsin 10 FIP-U/mg 107192 Merck KGaA, Darmstadt 
Pepsin 3300 U/mg P6887 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
Petrolether, 40‒60 °C 1760 Fisher Scientific GmbH, Schwerte 
Phthaldialdehyd (OPA) p. A. 111452 Merck KGaA, Darmstadt 
Prolidase from porcine kidney P6675 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
Pronase E 4000000 PU/g 107433 Merck KGaA, Darmstadt 
Propionsäure 99 %, reinst 13114 Grüssing GmbH Analytika, Filsum 
Protein-Marker Roti®-Mark Standard T851 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Protein Marker III (6.5‒200) A4402 AppliChem GmbH, Darmstadt 
Salzsäure 37 %, zur Analyse 100317 Merck KGaA, Darmstadt 
Salzsäure 1 mol/l in Methanol 23206 Grüssing GmbH Analytika, Filsum 
Schwefelsäure 96 % 85508 VWR International GmbH, Darmstadt 
Schwefelsäure Titrisol ® 1 N, 
Ampulle  
1.09981 Merck KGaA, Darmstadt 
Selenreaktionsgemisch nach 
Wieninger 
36090 Riedel-de Haën GmbH, Seelze 
Servalyt® 2‒11 analytical grade, 
40 % (m/v) 
42900 SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 
Silbernitrat ≥ 99 % 9370 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Stärke, löslich 1012531 Merck KGaA, Darmstadt 
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Chemikalien Bestellnummer Hersteller 
N,N,N’,N’-Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED) 
35925 SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 
Thymol ≥ 99 % 5391 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Trichloressigsäure ≥ 99 % p. A. 8789 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Trifluoressigsäure HPLC grade 3258 Fisher Scientific GmbH, Schwerte 
Trifluoressigsäureanhydrid 106232 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
N-Tris(hydroxymethyl)methyl-glycin 
(Tricin) 
37195 SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
(Tris) ultrapure 
A1086 AppliChem GmbH, Darmstadt 
L-Valin 1.08495 Merck KGaA, Darmstadt 
Zinkacetat Dihydrat 25044 Riedel-de Haën GmbH, Seelze 
Zinksulfat Heptahydrat 99,5 %, p. A. 14039 Grüssing GmbH Analytika, Filsum 
 
Alle Puffer für den Aminosäureanalysator wurden von der Firma SYKAM Chromatographie 
Vertriebs GmbH bezogen. 
Folgende im Arbeitskreis synthetisierte Substanzen wurden verwendet: Pyrralin (Hellwig, 
2011), 3-Desoxyglucosulose (3-DG) (Hellwig, 2011), Nε-Carboxymethyllysin (CML) 
(Förster, 2006), Nε-Carboxymethylornithin (CMO) (Förster, 2006), Pentosidin (Hellwig, 
2011). 
 
Tab. 9: verwendete Materialien 
Materialien Hersteller 
Dialyseschlauch, Cellulose, 43 x 27 mm, 
Ausschlussgröße 12,4 kDa 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Enzymkit D-Glucose/D-Fructose R-Biopharm AG, Darmstadt 
Extraktionshülsen für Soxleth, 33 x 94 mm Whatman GmbH, Dassel 
Faltenfilter 595 ½ Ø 110 mm und 602 H ½ 
Ø 90 mm 
Whatman GmbH, Dassel 
Gel-Fix® for PAG, 245 x 125 mm SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Größenausschlussfilter Vivaspin 4, 5000 
MWCO PES 
Sartorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen 
Membranfilter 0,45 µm, Ø 13 mm, regenerierte 
Cellulose 
Whatman GmbH, Dassel 
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Materialien Hersteller 
Membranfilter (für Fließmittel) GH Polypro 47 
mm 0,45 µm Hydrophilic Polypropylene 
Membrane Filters 
Pall GmbH, Dreieich 
Rundfilter 589/2 Ø 40,5 mm (Weißbandfilter) Whatman GmbH, Dassel 
Schraubreagenzgläser SCHOTT Duran Produktions GmbH & Co. KG, 
Mainz 
SPE-Kartuschen GracePureTM C18-Max 
500 mg/3 ml 
Grace Davison Discovery Sciences /  
Alltech Grom GmbH, Rottenburg-Hailfingen 
Zentrifugenröhrchen 15, 50 ml VWR International GmbH, Darmstadt 
 
Tab. 10: verwendete Geräte 
Geräte Hersteller 
Aminosäureanalysatoren:  
S4300 SYKAM Chromatographie Vertriebs GmbH, 
Fürstenfeldbruck 
4151 Alpha Plus Pharmacia Biotech, Cambridge 
Analysenwaagen: 
BP 1300 S, BP 121 S 
Sartorius AG, Göttingen 
Anionentauscher-Anlage: 
Niederdrucksystem BioLogic LP 
 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Fraction Collector Model 2128 Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
UV-Detektor K-2501 Wissenschaftliche Gerätebau Dr. Ing. Herbert 
Knauer GmbH, Berlin  
Automatik Entsafter AE 2758 Clatronic International GmbH, Kempen 
Elektrophorese: 
Gelgießkammer SG50 
 
Hoefer, Inc., Holliston 
Vertikal-Elektrophoresekammer SE 600 Hoefer, Inc., Holliston 
Horizontal-Elektrophoresekammer Multiphor 
II 
Pharmacia Biotech, Cambridge 
Thermostat RM6 Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-
Königshofen 
Power Supply Model 1000/500 Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Schweißgerät Futura Junior Audion Electro GmbH, Kleve 
Evaporator TurboVap® LV Zymark Ctr., Hopkinton Massachusetts, USA 
GC/MS-Anlage: 
GC-System 6890 Series 
Hewlett Packard / Agilent Technologies 
Deutschland GmbH, Böblingen  
Injektor 7683 Series  
Massenselektiver Detektor 5973  
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Geräte Hersteller 
Autosampler 7683 Series  
Säule: 
ZebronTM ZB-5 
 
Phenomenex, Aschaffenburg 
Gefriertrocknungsanlagen: 
BETA 1-8 K, ALPHA 1-2 
Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, 
Osterode am Harz 
GPC-Anlage, semipräparativ: 
HPLC Pump K 1001 
Wissenschaftliche Gerätebau Dr. Ing. Herbert 
Knauer GmbH, Berlin 
UV-Detektor K-2501  
Dynamische Mischkammer  
Degasser  
Handinjektionseinheit  
Säule: 
HiLoadTM 26/60 SuperdexTM 200 prep grade 
 
GE Healthcare Europe GmbH, München 
Heizbad HBR 4 digital IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen 
Heizrührwerk RH basic IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen 
HPLC/DAD-Anlage, analytisch: 
Autosampler Basic Marathon 
Wissenschaftliche Gerätebau Dr. Ing. Herbert 
Knauer GmbH, Berlin 
Degasser  
WellChrom LAMP K-2701  
WellChrom DAD K-2700  
Dynamische Mischkammer K-5001  
Solvent Organizer K-1500  
WellChrom HPLC PUMP K-1001  
Säulenofen  
Software Eurochrom 2000  
Säulen: 
Eurospher 100-5 C18, 125 x 4,6 mm with 
precolumn (Bestellnr. 12VE181ESJ) 
 
Eurospher 100-5 C18, 250 x 4,6 mm with 
precolumn (Bestellnr. 25VE181ESJ) 
 
Special HPLC Column, Furosine Dedicated, 
250 x 4,6 mm, 5 µm (Bestellnr. 5133663) 
Grace Davison Discovery Sciences /  
Alltech Grom GmbH, Rottenburg-Hailfingen 
HPLC/UV-Anlage, semipräparativ: 
UV Detektor 2500 
Wissenschaftliche Gerätebau Dr. Ing. Herbert 
Knauer GmbH, Berlin 
Pump 1000  
Manager 5000  
Handinjektionseinheit  
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Geräte Hersteller 
Säule: 
Eurospher-100 C18, 125 x 16 mm (Bestellnr. 
B28Y537) 
 
HPLC/CLND 
Säulenofen 1100 Series, G 1316A 
Degasser 1100 Series G 1322A 
 
Agilent Technologies Deutschland GmbH, 
Böblingen 
Pumpe 1100 Series, G 1312A  
Autosampler 1100 Series G 1313A  
UV-Detektor 1100 Series, Interface 35900 E  
Stickstoffsensitiver Detektor Antek 8060 PAC, Houston, Texas 
Säule: 
Eurospher 100-5 C18, 250 x 3 mm with 
precolumn (Bestellnr. 25XE181ESJ) 
 
Wissenschaftliche Gerätebau Dr. Ing. Herbert 
Knauer GmbH, Berlin 
Inkubationsschrank – Präzisionsbrutschrank 
ICP 400 
Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach 
Kjeldahl-Apparatur: 
Aufschlussblock Digestion Unit K-435 
 
Büchi Labortechnik GmbH, Essen 
Destillationsapparatur Unit B-324 Büchi Labortechnik GmbH, Essen 
Rührwerk 728 Stirrer Metrohm GmbH & Co. KG, Filderstadt 
Titrationseinheit 775 Dosimat Metrohm GmbH & Co. KG, Filderstadt 
LC/ESI-TOF-MS: 
Autosampler 1100 Series, G 1329A 
 
Agilent Technologies Deutschland GmbH, 
Böblingen 
Dioden-Array-Detektor 1100 Series, G1315A Agilent Technologies Deutschland GmbH, 
Böblingen 
Ionisierungskammer MarinerTM 
biospectrometry TM Workstation; ESI 
Applied Biosystems, Stafford, USA 
MS-Analysator MarinerTM biospectrometryTM 
Workstation; TOF 
Applied Biosystems, Stafford, USA 
MS-Detektor MarinerTM biospectrometryTM 
Workstation; Ionendetektor 
Applied Biosystems, Stafford, USA 
MS-Interface MarinerTM biospectrometryTM 
Workstation; Quadrupol 
Applied Biosystems, Stafford, USA 
Pumpe 1100 Series, G 1313A, Binary pump Agilent Technologies Deutschland GmbH, 
Böblingen 
Säulenofen 1100 Series, G1316A Agilent Technologies Deutschland GmbH, 
Böblingen 
Software Biospectrometry Data ExplorerTM Applied Biosystems, Stafford, USA 
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Geräte Hersteller 
Säule: 
Eurospher 100-5 C18, 250 x 4,6 mm with 
precolumn (Bestellnr. 25VE181ESJ) 
 
Wissenschaftliche Gerätebau Dr. Ing. Herbert 
Knauer GmbH, Berlin 
Minishaker MS1 IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen 
pH-Messgerät inoLab Level 1 WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstätten 
GmbH, Weinheim 
Photometer Ultrospec® 1000 Pharmacia Biotech, Cambridge 
Reihenwasserbad 1042 (für Soxleth-Extraktion) GFL Gesellschaft für Labortechnik mbH, 
Burgwedel 
Rotationsverdampfer LABOROTA 4002-digital Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, 
Schwabach 
Trockenschrank ULM 500 Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach 
Ultraschallbad Sonorex Super RK 510 Bandelin electronic GmbH  & Co. KG, Berlin 
Ultra-Turrax® T18 basic IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen 
Wasserbad M12 Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-
Königshofen 
Vakuumkonzentrator: 
Zentrifuge Savant SPD131DDA Speed Vac 
Concentrator 
 
Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich 
 
Kühlfalle RVT4104  
Vakuumpumpe OFP-400  
Vakuumpumpe VCZ 224 Ilmvac GmbH, Ilmenau 
Zentrifugen: 
Centrifuge 5804R 
 
Eppendorf AG, Hamburg 
Heraeus Biofuge Stratos Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich 
Zerkleinerer Speedy Pro GVA 1 Krups GmbH, Offenbach am Main 
 
 
3.2 Untersuchte Karottenproben 
 
3.2.1 Handelsproben 
 
Im Folgenden sind die untersuchten kommerziellen Karottenproben, eingeteilt in die 
verschiedenen Produktgruppen, aufgeführt. Die angegebenen Informationen wurden den 
Etiketten entnommen. 
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Karottensäfte 
Saft 1 Kinella Karottensaft (100 % Direktsaft). Zutaten: Karottensaft, Vitamin C. In 100 ml: 
Eiweiß 0,6 g; Kohlenhydrate 6,2 g; davon Zucker 6 g; Vitamin C 15 mg 
Saft 2 Alete 100 % Bio-Saft Karotten. Zutaten: Karottensaft, Vitamin C. In 100 ml: Eiweiß 
< 1 g; Kohlenhydrate 6 g; davon Zucker 5 g; Vitamin C 12 mg 
Saft 3 Hipp 100 % Bio-Saft Reine Karotte. Zutaten: Karottensaft, Vitamin C. In 100 ml: 
Eiweiß 0,4 g; Kohlenhydrate 6 g; davon Zucker 4,5 g; Vitamin C 10 mg 
Saft 4 Riha Hartinger Karotten-Saft mit Honig. Zutaten: Karottensaft (97 %), Honig (3 %). 
In 100 ml: Eiweiß 0,6 g; Kohlenhydrate 8,9 g 
Saft 5 Jacoby Bio Karottensaft. Zutaten: Karottensaft, Zitronensaft. In 100 ml: Eiweiß 
0,6 g; Kohlenhydrate 6,2 g; davon Zucker 6 g 
Karottenbreie (Säuglingsnahrungen) 
Brei 1 Alete Bio-Früh-Karotten. Zutaten: Karotten, Wasser. In 100 g: Eiweiß 0,5 g; 
Kohlenhydrate 5 g; davon Zucker 4,3 g 
Brei 2 Hipp Früh-Karotten Bio. Zutaten: Karotten, Wasser. In 100 g: Eiweiß 0,7 g; 
Kohlenhydrate 5 g; davon Zucker 5 g 
Brei 3 Milasan Bio Karotten. Zutaten: Karotten, Wasser. In 100 g: Eiweiß 0,5 g; 
Kohlenhydrate 4,5 g 
Brei 4 Bebivita Frühkarotten. Zutaten: Karotten, Wasser, Maiskeimöl. In 100 g: Eiweiß 
0,7 g; Kohlenhydrate 4 g; davon Zucker 3,6 g 
Karottenkonserven 
Konserve 1 K Classic Möhrchen Extra fein. Zutaten: Möhren, Wasser, Zucker, Speisesalz. In 
100 g: Eiweiß 0,4 g; Kohlenhydrate 4,4 g 
Konserve 2 Bonduelle Möhrchen Feinste Auslese. Zutaten: Möhrchen, Wasser, Salz. In 100 g: 
Eiweiß 0,6 g; Kohlenhydrate 3,4 g 
Rohkostsalate 
Salat 1 Picanta Karotten-Salat. Zutaten: Karotten, Branntweinessig, Zucker, Salz, Süßstoff 
Saccharin-Natrium 
Getrocknete Karotten 
Getrocknet 1 Rosenlöcher Hoppel Mobbel® Karotten-Chips, Einzelfutter für Nager 
Getrocknet 2 Karottenstücke isoliert aus Wagner Gewürze Suppengrün. Zutaten: Karotten, 
Pastinaken, Lauch, Sellerieblätter, Tomatenflocken. [Spuren: Senf] 
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Probenvorbereitung und Größenausschlussfiltration: 
Die Karottenproben wurden mit einer Küchenmaschine zerkleinert, homogenisiert und 
aufgrund des geringen Proteingehaltes vor der weiteren Analytik zur Konzentrierung 
gefriergetrocknet. Zur Bestimmung frei vorliegender Aminosäuren und MRP wurden die 
Proben einer Größenausschlussfiltration unterzogen. Die Säfte wurden hierzu direkt 
eingesetzt, die übrigen Proben mit etwas entionisiertem Wasser versetzt (Breie, Konserven 
und Salat 15 g mit 10 ml Wasser, getrocknete Proben 1 g mit 10 ml Wasser) und mittels 
Ultra-Turrax zerkleinert. Zur Abtrennung der festen Bestandteile wurde zunächst bei 7000 x g 
für 30 min zentrifugiert und der flüssige Überstand abgetrennt. Zur Größenausschlussfiltration 
der erhaltenen Extrakte wurden Zentrifugalfilter (Vivaspin 4) mit einer Ausschlussgröße von 
5000 Da verwendet. 
 
 
3.2.2 Erhitzungsexperimente 
 
Zur Durchführung der verschiedenen Erhitzungsexperimente wurden handelsübliche rohe 
Karotten der Varietät Laguna aus einer Charge verwendet. 
Safterhitzung: Zur Saftgewinnung wurden die Karotten geschält, in Stücke geschnitten und 
der Karottensaft mittels Fliehkraftentsafter gewonnen. Es wurden Erhitzungen bei 
90 ‒ 120 °C für 10 ‒ 30 min durchgeführt. Dazu wurden jeweils 10 ml des frischen 
Karottensaftes in ein Schraubreagenzglas gefüllt und im Sandbad im Trockenschrank erhitzt. 
Anschließend wurden die Proben sofort abgekühlt und gefriergetrocknet. 
Trocknung: Die Karotten wurden geschält und in Scheiben (ca. 2 mm dick) geschnitten. Fünf 
etwa gleichgroße Scheiben wurden im Trockenschrank auf einer Petrischale bei 70 ‒ 90 °C 
für 0,5 ‒ 5 h erhitzt und anschließend im Exsikkator abgekühlt. Der Trocknungsverlust wurde 
anhand der Massedifferenz vor und nach dem Trocknen ermittelt. 
Des Weiteren wurden violette Karotten (Beta SweetTM) sowie gelbe Karotten (Creme de 
Lite®) untersucht. Die Säfte wurden bei 90 °C für 10 ‒ 20 min erhitzt, und die Trocknung der 
Karottenscheiben erfolgte bei 90 °C für 0,5 ‒ 5 h. 
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3.3 Untersuchte Erdnussproben 
 
3.3.1 Handelsproben 
 
Nachfolgend sind die untersuchten kommerziellen Erdnussproben, eingeteilt in die 
verschiedenen Produktgruppen, aufgeführt. Die angegebenen Informationen wurden den 
Etiketten entnommen. 
 
Erdnussflips 
Flips 1 K Classic Erdnuss Flips. Zutaten: Maisgrieß, Erdnusskerne (32 %), Pflanzenöl, 
Speisesalz, Emulgator: Mono- und Diglyceride von Speisefettsäuren. In 100 g: 
Eiweiß 14 g; Kohlenhydrate 51 g; Fett 25 g 
Flips 2 K Classic Erdnuss Flips 30 % weniger Fett. Zutaten: Mais (59 %), Erdnüsse (30 %), 
pflanzliches Öl, Speisesalz, Gewürze, Weizenmehl, Farbstoff: E 104. In 100 g: 
Eiweiß 12,2 g; Kohlenhydrate 59,6 g; Fett 18,6 g 
Erdnussbutter 
Butter 1 Alnatura Erdnuss Mus Bio, ohne Salz. Zutaten: Erdnüsse. In 100 g: Eiweiß 29,5 g; 
Kohlenhydrate 4,5 g; Fett 53 g 
Butter 2 Alnatura Erdnuss Creme Bio, crunchy. Zutaten: Erdnüsse (88 %), ungehärtetes 
Pflanzenfett, Meersalz, Vollrohrzucker. In 100 g: Eiweiß 26,1 g; Kohlenhydrate 8,9 g; 
Fett 52,1 g 
Butter 3 Gut & Gerne Erdnuss-Mus Bio. Zutaten: geröstete Erdnusskerne, Meersalz. In 100 g: 
Eiweiß 29 g; Kohlenhydrate 13 g; Fett 52 g 
Butter 4 La Comtesse Peanut Butter, creamy. Zutaten: geröstete Erdnusskerne (90 %), Zucker, 
gehärtetes Palmöl, Salz. In 100 g: Eiweiß 23 g; Kohlenhydrate 19 g; Fett 53 g 
Geröstete Erdnüsse 
Geröstet 1 Fruchtstolz Erdnüsse geröstet (mit Schale) 
Geröstet 2 Seeberger Erdnüsse Jumbo Riesen geröstet (mit Schale). In 100 g: Eiweiß 25 g; 
Kohlenhydrate 8,3 g; Fett 48 g 
Geröstet 3 K Classic Erdnüsse geröstet, ohne Salz. Zutaten: Erdnusskerne, pflanzliches Öl 
Geröstet 4 K Classic Pikante Erdnüsse, ohne Fett und Öl geröstet. Zutaten: Erdnusskerne, 
Speisesalz, Weizenmehl, Aroma, Überzugsmittel: Gummi arabicum, Geschmacks-
verstärker (Mononatriumglutamat, Dinatriumguanylat, Dinatriuminosinat), 
Trennmittel: Siliciumdioxid, Würze, Maltodextrin, Sellerie 
Geröstet 5 K Classic Erdnüsse geröstet & gesalzen. Zutaten: Erdnusskerne, pflanzliches Öl, Salz 
 
3 Materialien und Methoden 
- 62 - 
 
Ungeröstete Erdnüsse 
Roh 1 Katjang Tana gepellte Erdnüsse mit Haut 
Roh 2 Katjang Erdnüsse geschält & blanchiert (ohne Haut) 
 
Probenvorbereitung und Größenausschlussfiltration: 
Die Erdnussproben wurden gegebenenfalls mit einer Küchenmaschine zerkleinert und zur 
besseren Handhabbarkeit vor der Analytik mittels Soxleth-Extraktion entfettet. Dazu wurden 
ca. 6 g eingesetzt und bei 78 °C für 6 h mit Petrolether extrahiert. Die entfetteten Proben 
wurden gemörsert. Die Erdnussbutterproben mussten vor der Entfettung zunächst mit etwas 
entionisiertem Wasser aufgeschlämmt und gefriergetrocknet werden, um eine vollständige 
Extraktion des Fettes zu gewährleisten. Zur Bestimmung freier Aminosäuren und MRP 
wurden die entfetteten Proben analog Kapitel 3.2.1 mit Wasser aufgeschlämmt (10 g mit 
25 ml Wasser), mit dem Ultra-Turrax homogenisiert, zentrifugiert und der erhaltene 
Überstand einer Größenausschlussfiltration unterzogen. 
 
 
3.3.2 Erhitzungsexperimente 
 
Ungeröstete Erdnüsse wurden folgenden Erhitzungsexperimenten unterzogen: 
Kochen: Die Erdnüsse wurden geschält und für 20 min in siedendem Wasser erhitzt. 
Röstung in Öl: Erdnussöl wurde auf 120 ‒ 160 °C erhitzt. Die geschälten Erdnüsse wurden 
darin für 3 ‒ 10 min unter Rühren geröstet. 
Trockene Röstung: Geschälte sowie ungeschälte Erdnüsse wurden bei 150 ‒ 180 °C für 
5 ‒ 25 min im Trockenschrank erhitzt. 
Mikrowellenröstung: Die geschälten Erdnüsse wurden in der Mikrowelle bei 580 W für 3 min 
behandelt. 
Die Probenvorbereitung erfolgte analog zu den kommerziellen Erdnussproben, wie in 
Kapitel 3.3.1 beschrieben. Größenausschlussfiltrationen wurden nicht durchgeführt. 
 
Für die immunologische Untersuchung mittels Histaminfreisetzungstest wurden Extrakte der 
Erdnussproben in PBS-Puffer benötigt.  
 
PBS-Puffer (pH 7,4): 0,8 g NaCl, 0,178 g Na2HPO4*2 H2O, 0,02 g KCl sowie 0,02 g KH2PO4 in 
100 ml Reinstwasser 
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Zur Extraktion wurden 10 g der entfetteten Erdnussmehle in Zentrifugenröhrchen mit 5 ml 
PBS-Puffer versetzt und mit dem Ultra-Turrax bei Stufe 3 für 5 min behandelt. Anschließend 
wurde bei 8500 x g für 20 min zentrifugiert und der Überstand abgenommen. Der Rückstand 
wurde nochmals mit 5 ml PBS-Puffer versetzt und analog behandelt. Die Überstände wurden 
vereinigt, nochmals zentrifugiert und membranfiltriert. 
 
 
3.4 Isolierte Erdnussallergene 
 
3.4.1 Isolierung der Allergene Ara h 1 und Ara h 2 
 
Die Methoden zur Isolierung der Erdnussallergene Ara h 1 und Ara h 2 wurden im Rahmen 
der Diplomarbeit von Martin Globisch entwickelt (Globisch, 2010). Im Folgenden werden die 
optimierten Methoden vorgestellt. (Chung & Champagne, 1999) 
Die unbehandelten Erdnüsse wurden geschält, mit einer handelsüblichen Küchenmaschine 
zerkleinert und mittels Soxleth-Extraktion zweimal entfettet. Hierzu wurden ca. 6 g Erdnuss 
eingesetzt und mit Petrolether bei 78 °C für 6 h extrahiert. Anschließend wurde das 
Erdnussmehl zur weiteren Zerkleinerung gemörsert und ein zweites Mal für 3 h entfettet. Zur 
Extraktion der Erdnussproteine aus dem entfetteten Material erwies sich nach Vorversuchen 
der Puffer nach Chung & Champagne (1999) hinsichtlich der Extraktionsausbeute als am 
besten geeignet. Hierbei handelt es sich um eine 0,1 M NaHCO3-Lösung mit einem pH-Wert 
von 10,4 (Einstellung mit 1 M NaOH). Zur Inhibierung von Erdnussproteasen wurde der 
Komplexbildner EGTA (0,002 M) zugesetzt. Zur Extraktion wurden 3,0 g Erdnussmehl in ein 
50 ml-Zentrifugenröhrchen eingewogen, mit 21 ml Extraktionspuffer versetzt und mittels 
Ultra-Turrax für 2 min zerkleinert. Anschließend wurde für 1 h bei 5 ‒ 6 °C gerührt. Zur 
Abtrennung der festen Bestandteile erfolgte dann eine Zentrifugation bei 8500 x g für 15 min 
bei 4 °C. Der feste Rückstand wurde anschließend nochmals in analoger Weise extrahiert, und 
die Überstände wurden vereinigt. Im Anschluss erfolgte zur Entfernung der Puffersalze und 
anderer niedermolekularer Substanzen eine Dialyse gegen entionisiertes Wasser für 24 h. Der 
verbleibende Extrakt wurde gefriergetrocknet.  
 
Isolierung von Ara h 1 
Zur Anreicherung des Ara h 1 aus dem Proteinextrakt wurde in Anlehnung an Maleki et al. 
(2000b) die fraktionierte Fällung mit Ammoniumsulfat genutzt. Das Allergen fällt bei einer 
Ammoniumsulfat-Sättigung von > 70 % aus, wobei die Sättigungskonzentration bei 4 °C 
519,1 g/l beträgt. Der Proteinextrakt wurde direkt nach der Zentrifugation zur Fällung 
eingesetzt. In einem Zentrifugenröhrchen wurden 30 ml Extrakt zunächst mit 10,90 g 
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Ammoniumsulfat (entspricht 70 % Sättigung) versetzt. Nach vollständigem Lösen erfolgte die 
Fällung bei 4 ‒ 6 °C für 30 min, anschließend wurde für 30 min bei 9500 x g und 4 °C 
zentrifugiert. Das Präzipitat wurde verworfen, und im Überstand wurde durch Zugabe von 
4,67 g Ammoniumsulfat eine 100 %ige Sättigung eingestellt. Es erfolgte in analoger Weise 
die Fällung und Zentrifugation. Das Ara h 1-reiche Präzipitat wurde schließlich abgetrennt, 
mittels Dialyse von Salzen befreit und gefriergetrocknet. 
Für die weitere Reinigung des Ara h 1 kam eine Anionenaustauschchromatographie (AEC) in 
Anlehnung an Burks et al. (1992b) zum Einsatz. Für eine Injektion wurden 30 mg des 
Präzipitates in 1 ml Fließmittel A gelöst und membranfiltriert. (Burks et al., 1992b) 
 
Anlage Anionenaustauscher-Anlage (Bio-Rad) 
Säule 15 x 170 mm, Volumen 30 cm³, Macro-Prep® High Q Support  
Detektion λ = 280 nm 
Injektionsvolumen 0,7 ‒ 0,8 ml 
Fließmittel A: 4 M Harnstoff mit 0,02 M Bis-Tris-Propan, pH 7,2 (eingestellt mit 
6 N HCl) 
B: 1,5 M NaCl 
Fluss/Elution  
 
Tab. 11: Trennprogramm zur Isolierung von Ara h 1 mittels AEC 
Stufe des 
Trennprogramms 
Volumen [ml] Fluss [ml/min] Fließmittel A 
[%] 
Fließmittel B 
[%] 
1 0 ‒ 2 2,0 100 0 
2 2 ‒ 22 2,0 100 0 
3 22 ‒ 100 1,5 90 10 
4 100 ‒ 200 1,5 50 50 
5 200 ‒ 210 2,0 0 100 
6 210 ‒ 230 2,0 0 100 
7 230 ‒ 240 2,0 100 0 
8 240 ‒ 260 2,0 100 0 
 
Das mit den beschriebenen Parametern erhaltene Chromatogramm sowie die zur Isolierung 
des Ara h 1 verwendeten Schnittstellen sind in Abb. 13 zu sehen. Die gesammelten 
Fraktionen wurden vereinigt, für 48 h gegen entionisiertes Wasser dialysiert und anschließend 
gefriergetrocknet. Die Ausbeute des Ara h 1-Isolates betrug 230 mg. 
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Abb. 13: AEC-Chromatogramm bei 280 nm mit Schnittstellen für die Fraktionierung von Ara h 1. Der 
Gradient für Fließmittel B ist grau dargestellt. 
 
Isolierung von Ara h 2 
Die Anreicherung des Ara h 2 aus dem Erdnussextrakt erfolgte in Anlehnung an Boldt et al. 
(2005) mittels Gelpermeationschromatographie (GPC). Hierfür wurden 150 mg des 
gefriergetrockneten Extraktes in 2 ml Fließmittel aufgenommen und membranfiltriert. Die 
Bedingungen für die chromatographische Trennung sind im Folgenden dargestellt.  
 
Anlage GPC-Anlage, semipräparativ (Knauer) 
Säule HiLoadTM 26/60 SuperdexTM 200 prep grade 
Detektion λ = 280 nm 
Injektionsvolumen 2,0 ml 
Fluss 2 ml/min 
Fließmittel 0,2 M Ammoniumhydrogencarbonat mit 0,002 M EGTA, pH 8,0 
(eingestellt mit konz. Ammoniak) 
Elution isokratisch, 240 min 
 
Abb. 14 zeigt ein Chromatogramm des Erdnussextraktes sowie das Fraktionierschema. Die 
Ara h 2-reiche Fraktion wurde dialysiert und gefriergetrocknet. Zur Kalibrierung wurden BSA 
(Monomer 66 kDa, Dimer 132 kDa), Ovalbumin (Monomer 43 kDa, Dimer 86 kDa) sowie 
Lysozym (14 kDa) verwendet. 
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Abb. 14: GPC-Chromatogramm bei 280 nm mit Schnittstellen für die Fraktionierung von Ara h 2. Die 
Standards zur Molmassenkalibrierung sind farbig dargestellt. 
 
Zur weiteren Reinigung kam eine semipräparative HPLC in Anlehnung an Marsh et al. 
(2008) zum Einsatz. Dazu wurden 30 mg der Ara h 2-reichen GPC-Fraktion in 1 ml 
Fließmittel A gelöst und membranfiltriert.  
 
Anlage HPLC/UV-Anlage, semipräparativ (Knauer) 
Säule präparative Eurospher-100 C-18, 125 x 16 mm mit Vorsäule  
Detektion λ = 280 nm 
Injektionsvolumen 0,8 ‒ 0,9 ml 
Fließmittel A: 0,05 % Trifluoressigsäure in Reinstwasser (v/v) 
B: 0,05 % Trifluoressigsäure in Acetonitril (v/v) 
Fluss und Elution  
   
Tab. 12: Trennprogramm zur Isolierung von Ara h 2 mittels semipräparativer HPLC 
Zeit [min] Fluss [ml/min] Fließmittel A [%] Fließmittel B [%] 
0,0 3,0 100 0 
5,0 3,0 100 0 
10,0 3,0 85 15 
25,0 3,0 75 25 
30,0 3,0 70 30 
34,5 3,0 70 30 
35,0 1,0 70 30 
45,0 1,0 70 30 
45,5 3,0 70 30 
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Zeit [min] Fluss [ml/min] Fließmittel A [%] Fließmittel B [%] 
50,0 3,0 55 45 
52,0 3,0 0 100 
60,0 3,0 0 100 
62,0 3,0 100 0 
67,0 3,0 100 0 
 
Die Fraktionierung erfolgte wie in Abb. 15 dargestellt. Aus den vereinigten Ara h 2-haltigen 
Fraktionen wurde das Acetonitril mittels Rotationsverdampfer und anschließend die 
verbleibende Trifluoressigsäure durch Dialyse entfernt. Der Rückstand wurde 
gefriergetrocknet. Mit der beschriebenen Methode wurden 76 mg Ara h 2-Isolat erhalten. 
 
 
Abb. 15: RP-HPLC-Chromatogramm bei 280 nm mit Schnittstellen zur Fraktionierung von Ara h 2. 
Der Gradient für Fließmittel B ist grau dargestellt. 
 
 
3.4.2 Glykierung der Allergene 
 
Die verschiedenen Glykierungsansätze sind Tab. 13 zu entnehmen. Die trockene Inkubation 
erfolgte für beide Allergene bei 100 °C, wobei der Zucker in äquimolarem sowie 
unterschüssigem Verhältnis, bezogen auf den Summengehalt an Lysin und Arginin, zugesetzt 
wurde. Die Gehalte dieser Aminosäuren in den Allergenisolaten wurden im Voraus mittels 
Aminosäureanalyse (Kapitel 3.6.8) bestimmt. Für den unterschüssigen Ansatz wurde die 
Zuckermenge halbiert und zur Induzierung der Pyrralinbildung 3-Desoxyglucosulose (3-DG) 
zugegeben, wobei die Menge an 3-DG einem Zehntel der Zuckermenge entsprach. Zusätzlich 
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wurden mit Ara h 1 noch Inkubationen bei 120 °C angesetzt. Zur Untersuchung des alleinigen 
Einflusses der Erhitzung wurde jeweils ein Ansatz ohne Zuckerzugabe mitgeführt. 
  
Tab. 13: Glykierungsansätze für Ara h 1 und Ara h 2 
Allergen Temperatur Zuckerzusatz 
Ara h 1 100 °C - 
  äquimolar 
  unterschüssig 
 120 °C - 
  äquimolar 
Ara h 2 100 °C - 
  äquimolar 
  unterschüssig 
 
Folgende Chemikalien wurden verwendet: 
PBS-Puffer (pH 7,4): 0,8 g NaCl, 0,178 g Na2HPO4*2 H2O, 0,02 g KCl sowie 0,02 g KH2PO4 in 
100 ml Reinstwasser 
Glucose/Fructose: Glucose und Fructose in Verhältnis 2 + 1 mischen und fein mörsern 
3-DG-Lösung: 2,6 mg 3-DG in 1,0 ml PBS-Puffer lösen 
  
Zur Inkubation wurde das isolierte Allergen in PBS-Puffer entsprechend 2 mg/ml suspendiert, 
mit dem Zuckergemisch bzw. 3-DG versetzt und nach gutem Durchmischen 
gefriergetrocknet. Danach erfolgten die Inkubationen im Trockenschrank bei den 
angegebenen Temperaturen für jeweils 15 min. Anschließend wurden die Ansätze abgekühlt 
und in Dialyseschläuche überführt. Dazu wurden die Ara h 1-Ansätze in 6 N Harnstoff und 
die Ara h 2-Ansätze in Reinstwasser aufgenommen. Nach Dialyse über 48 h gegen 
entionisiertes Wasser wurden die inkubierten Allergene gefriergetrocknet. 
 
 
3.4.3 Simulierte gastrointestinale Verdauung 
 
Zur Simulation der gastrointestinalen Verdauung wurde ein einfaches Modell gewählt, das 
sich auf die proteolytischen Prozesse in Magen und Dünndarm beschränkt. Hierbei bildete 
eine Arbeit von Hernández-Ledesma et al. (2004) die Grundlage, wobei einige 
Modifizierungen vorgenommen wurden. Dabei wurde insbesondere die Pepsin-Aktivität 
reduziert und der Dünndarmverdau auf 60 min verkürzt. Nach Eiwegger et al. (2004) beträgt 
die Transitzeit bis zu den ersten Peyer-Plaques, wo Epitope über die M-Zellen aufgenommen 
werden können, ca. 16 min. (Eiwegger et al., 2006). (Hernández-Ledesma et al., 2004) 
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Zur Simulation des Magenverdaus wurden die Proben bei pH 2,0 mit Pepsin (3300 U/mg 
Enzym) behandelt. Der Dünndarmverdau erfolgte im Anschluss bei pH 7,5 nach Zugabe von 
Corolase PP (0,71 U/mg Enzym), einem Pankreasenzymgemisch aus verschiedenen Endo- 
und Exopeptidasen. Zur Beobachtung des proteolytischen Abbaus wurden die Proben mittels 
SDS-PAGE untersucht. Das Durchführungsschema der simulierten Verdauung ist in Abb. 16 
dargestellt.  
Die entnommenen Proben für die SDS-PAGE wurden zur Abstoppung der enzymatischen 
Reaktion sofort mit dem gleichen Volumen Elektrophorese-Probenpuffer mit 6 M Harnstoff 
versetzt. Hierzu wurde dem in Kapitel 3.6.5 beschriebenen harnstofffreien Probenpuffer 
zunächst die entsprechende Menge Harnstoff  (7,21 g auf 20 ml) zugegeben. Das weitere 
Vorgehen der SDS-PAGE wird in Kapitel 3.6.5 vorgestellt, wobei jeweils 15 µl der 
Probelösung aufgetragen wurden. 
 
 
 
 
 
3.5 Synthese von α-Furoylmethylaminosäuren 
 
Die Synthese der α-Furoylmethylaminosäuren (FMAS) als Referenzsubstanzen erfolgte in 
zwei Stufen: Zunächst wurden die α-Fructosylaminosäuren (Amadori-Produkte) gebildet, die 
mittels nachfolgender saurer Hydrolyse in die UV-aktiven Furoylmethylderivate überführt 
wurden. Die α-Derivate folgender Aminosäuren wurden synthetisiert: Lysin, Alanin, Leucin, 
Isoleucin, Valin, Glycin, γ-Aminobuttersäure, Arginin, Glutaminsäure und Asparaginsäure. 
Inkubation bei 37 °C für 16 min 
(bzw. 1 h für Ara h 2) 
Probenahme bei 0, 1, 5, 10, 16 (und 60) min: 
100 µl für SDS-PAGE 
pH auf 7,5 mit 0,5 N NaOH 
Zugabe Corolaselösung (0,283 U/mg Protein) 
bidest. Wasser mit 1 N HCl auf pH 2,0 ansäuern 
Allergen lösen (1 mg/ml) 
Zugabe Pepsinlösung (13,6 U/mg Protein) 
Inkubation bei 37 °C für 2 h Probenahme bei 0, 2, 5, 10, 30 sowie 120 min: 100 µl für SDS-PAGE 
Abb. 16: Schema zur Durchführung der simulierten gastrointestinalen Verdauung 
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Zur Herstellung der Amadori-Produkte wurden in Anlehnung an Reutter & Eichner (1989) 
2 mmol der jeweiligen Aminosäure und 12 mmol Glucose in 84 ml Methanol gelöst und im 
Ölbad (90 °C) unter Rückfluss erhitzt. Die Reaktionszeiten sind in Tab. 14 aufgeführt. Zur 
Synthese des α-Fructosyllysins wurde ε-Benzoyllysin verwendet. Bei Asparaginsäure war ein 
Zusatz von 2 mmol Kaliumhydroxid notwendig (Abrams et al., 1955), bei Glycin die Zugabe 
von 2 mmol Natriumpyrosulfit (Anet & Reynolds, 1957). Im Anschluss wurde das 
Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rückstand in 10 ml Reinstwasser 
gelöst und membranfiltriert. 
Zur Überführung der Fructosylaminosäuren in die FMAS wurden die Ansätze 1 + 9 mit 0,2 N 
HCl verdünnt und jeweils 1 ml dieser Lösungen mit 1960 µl 12 N HCl versetzt. Nach 
Überspülen mit Stickstoff wurden die Proben für 23 h bei 110 °C im Sandbad hydrolysiert. 
Die abgekühlten Hydrolysate wurden mittels Weißbandfilter filtriert und Aliquote von 
500 ‒ 1000 µl im Vakuumkonzentrator getrocknet. Nach Lösen in 1 ml 0,2 N HCl und 
Membranfiltration wurden die Ansätze als Referenzsubstanzen für die RP-HPLC nach Kapitel 
3.6.9.1 verwendet. Die Identität der Furoylmethyl-Derivate wurde, wie in Kapitel 3.6.9.2 
beschrieben, mittels LC/ESI-TOF-MS bestätigt.  
 
Tab. 14: Reaktionszeiten der verschiedenen Aminosäuren 
Aminosäure Reaktionszeit [h] 
Alanin 7 
Leucin 7 
Isoleucin 5 
Valin 8 
Glycin 5 
γ-Aminobuttersäure 4 
Arginin 5 
Glutaminsäure 6 
Asparaginsäure 6 
ε-Benzoyllysin 5 
 
 
3.6 Analytische Methoden 
 
3.6.1 Bestimmung des Proteingehaltes nach Kjeldahl 
 
Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte in Anlehnung an die Methode L 06.00-7 der 
Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB, § 35 Vorläufiges 
Tabakgesetz, § 28b GenTG (BVL). Zum Aufschluss wurden je nach erwartetem Proteingehalt 
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1 ‒ 5 g der Karottenproben bzw. 0,1 ‒ 0,2 g der Erdnussproben in einen Aufschlusskolben 
eingewogen und mit 15 ml konz. Schwefelsäure sowie einer Spatelspitze Katalysatorgemisch 
nach Wieninger versetzt. Der Aufschluss erfolgte in einer Aufschlusseinheit der Firma Büchi, 
bis die Ansätze klar und farblos waren. Nach Abkühlen und Zufügen von 30 ml dest. Wasser 
wurde eine Wasserdampfdestillation in der Büchi-Destillationseinheit mit folgenden 
Parametern durchgeführt: 
Vorlage Borsäure 50 ml 
Zugabe Natronlauge 33 % (m/v) 40 ml 
Zugabe dest. Wasser 15 ml 
Destillationsdauer 4 min 
Anschließend erfolgte die Titration mit 0,1 N Schwefelsäure gegen Tashiro-Mischindikator. 
Zur Berechnung des Proteingehaltes wurden die Faktoren 6,25 (für Karottenprodukte) bzw. 
5,3 (für Erdnüsse) herangezogen (Souci et al., 2008).  
 
 
3.6.2 Bestimmung des Nichtproteinstickstoffs (NPN)  
 
Bei Nichtproteinstickstoff (NPN) handelt es sich um stickstoffhaltige Verbindungen, die 
neben Proteinen bei der Bestimmung des Proteingehaltes nach Kjeldahl (Kapitel 3.6.1) mit 
erfasst werden. Der Begriff umfasst neben Ammoniumsalzen im Wesentlichen freie 
Aminosäuren und kleine Peptide mit einer Molekülmasse bis 2 kDa. Zur Bestimmung wurden 
die in den Proben enthaltenen Proteine mit 12 %iger Trichloressigsäure gefällt und der 
Überstand mit einem o-Phthaldialdehyd-haltigen Reagens versetzt, welches mit freien 
Aminogruppen in Gegenwart von Thiolen fluoreszierende Derivate bildet (Rohm et al., 1996). 
 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
Trichloressigsäure (36 %ig): 36,0 g Trichloressigsäure in dest. Wasser lösen und auf 100 ml 
auffüllen 
OPA-Reagens (frisch herstellen): 
      Teillösung A: 38,14 g Dinatriumtetraborat-Decahydrat (Borax) in dest. Wasser lösen 
und auf 1000 ml auffüllen 
      Teillösung B: 100 g SDS mit 900 g dest. Wasser ergänzen 
      Teillösung C: 2,0 g Phthaldialdehyd (OPA) in Ethanol lösen und auf 50 ml auffüllen 
      Teillösung D: 10,0 g 2-Mercaptoethansulfonsäure Natriumsalz mit 40 ml dest. 
Wasser ergänzen 
 50 ml Lösung A, 10 ml Lösung B, 2 ml Lösung C sowie 2 ml 
Lösung D vermischen und mit dest. Wasser auf 100 ml auffüllen 
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Zur Herstellung der Probenextrakte wurden 10 g Probe eingewogen, mit dest. Wasser auf 
100 g ergänzt und mittels Ultra-Turrax für 2 min homogenisiert. Nach einer Inkubation bei 
65 °C für 15 min wurden die Ansätze abgekühlt und filtriert (Whatman 595 ½). Anschließend 
wurden 5 ml der Extrakte mit 2,5 ml 36 %iger Trichloressigsäure versetzt, zur Proteinfällung 
für 60 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschließend filtriert (Whatman 602 ½). 
In gleicher Weise wurde ein Blindwert mit 5 ml dest. Wasser angesetzt.  
Zur photometrischen Bestimmung der freien Aminogruppen wurden 20 µl der erhaltenen 
Filtrate in einer Messküvette mit 3 ml OPA-Reagens versetzt und vermischt. In gleicher 
Weise wurde ein Blindwert mit dest. Wasser sowie eine Kalibrierung mit Glutaminsäure 
(Stammlösung 3,5 mg/ml) angesetzt. Nach einer Reaktionszeit von 30 min erfolgte die 
photometrische Messung bei 335 nm. 
 
 
3.6.3 Bestimmung der reduzierenden Zucker nach Luff-Schoorl 
 
Zur Bestimmung der reduzierenden Zucker in Karotten kam die reduktometrische Methode 
nach Luff-Schoorl zum Einsatz. Hierbei werden die reduzierenden Zucker mit sog. Luff’scher 
Lösung versetzt, welche eine definierte Menge an Cu2+-Ionen enthält. Diese werden reduziert 
und als Cu2O ausgefällt. Die überschüssigen Cu2+-Ionen werden im Anschluss iodometrisch 
bestimmt (Matissek & Steiner, 2006). 
 
Folgende Lösungen wurden benötigt: 
Carrez-Lösung I: 15,0 g Kaliumhexacyanoferrat-II Trihydrat in dest. Wasser lösen und auf 
100 ml auffüllen 
Carrez-Lösung II: 23,0 g Zinkacetat Heptahydrat in dest. Wasser lösen und auf 100 ml 
auffüllen 
Luff’sche Lösung:   
      Teillösung A: 50,0 g Citronensäure in 50 ml dest. Wasser (ca. 40 °C) lösen 
      Teillösung B: 143,7 g Natriumcarbonat in 350 ml dest. Wasser (ca. 40 °C) lösen 
      Teillösung C: 25,0 g Kupfersulfat in 100 ml dest. Wasser lösen 
 Unter vorsichtigem Schwenken Lösung A langsam in Lösung B gießen, 
nach Ende der Gasentwicklung Lösung C hinzufügen und mit dest. 
Wasser auf 1000 ml auffüllen 
0,1 M Thiosulfatlösung: 100 ml 1 M Natriumthiosulfat-Maßlösung mit dest. Wasser auf 1000 ml 
auffüllen 
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Zur Probenvorbereitung und Klärung wurden 20 ml Saft der jeweiligen Karottensorte in einen 
250 ml-Maßkolben pipettiert, mit dest. Wasser auf ca. 150 ml ergänzt, 5 ml Carrez-Lösung I 
zugesetzt und durchmischt. Anschließend wurden 5 ml Carrez-Lösung II zugegeben, erneut 
durchmischt, mit dest. Wasser auf 250 ml aufgefüllt und filtriert. Die gewonnenen 
Probenlösungen wurden 1 + 1 mit dest. Wasser verdünnt. 
Zur Bestimmung der reduzierenden Zucker wurden 25 ml der verdünnten Probenlösung in 
einem Erlenmeyerkolben mit 25 ml Luff’scher Lösung versetzt, unter Rückfluss innerhalb 
von 2 min zum Sieden gebracht und genau 10 min am Sieden gehalten. Nach sofortigem 
Abkühlen mit kaltem Wasser wurden ca. 3 g Kaliumiodid und unter vorsichtigem Schwenken 
25 ml einer 25 %igen Schwefelsäure zugegeben. Anschließend erfolgte die Titration mit 
0,1 M Thiosulfatlösung bis zum Auftreten einer mattgelben Färbung. Nach Zugabe einiger 
Tropfen Stärkelösung (ca. 1 %ig) wurde weiter bis zur Entfärbung titriert. In gleicher Weise 
wurde ein Blindversuch mit 25 ml dest. Wasser und 25 ml Luff’scher Lösung durchgeführt. 
Zur Bestimmung des Titers der Thiosulfatlösung wurden ca. 0,1 g Kaliumiodat in einem 
Erlenmeyerkolben in ca. 200 ml dest. Wasser gelöst. Anschließend wurde ca. 1 g Kaliumiodid 
zugesetzt, mit 10 ml einer 1 M Schwefelsäure angesäuert und, wie oben beschrieben, mit der 
einzustellenden Thiosulfatlösung titriert (Jander et al., 1989). 
Anhand des Verbrauches an Thiosulfatlösung in Haupt- und Blindversuch und unter 
Einbeziehung des Titers kann der entsprechende Gehalt an reduzierenden Zuckern aus einer 
empirisch ermittelten Tabelle abgelesen werden (Matissek & Steiner, 2006).  
 
 
3.6.4 Enzymatische Bestimmung von Glucose und Fructose 
 
Die Bestimmung von Glucose und Fructose in Erdnüssen erfolgte mittels D-Glucose/ 
D-Fructose-Enzymkit (R-Biopharm).  
Folgende Reagenzien wurden benötigt: 
Carrez-Lösung I: 3,60 g Kaliumhexacyanoferrat-II Trihydrat  in dest. Wasser lösen und auf 
100 ml auffüllen 
Carrez-Lösung II: 7,20 g Zinksulfat Heptahydrat in dest. Wasser lösen und auf 100 ml 
auffüllen 
Natronlauge 0,1 N: 4,00 g Natriumhydroxid in 100 ml Reinstwasser lösen 
Glucosestammlösung: 0,05 g D-Glucose in 100 ml Reinstwasser lösen 
Fructosestammlösung: 0,05 g D-Fructose in 100 ml Reinstwasser lösen 
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Zur Probenaufarbeitung wurde 1 g des entfetteten Erdnussmehls in einen 25 ml-Maßkolben 
eingewogen und mit 10 ml Reinstwasser versetzt. Zur besseren Extraktion wurde der Ansatz 
im Wasserbad bei 60 °C für 10 min erwärmt. Anschließend wurden zur Klärung jeweils 5 ml 
Carrez-I- sowie Carrez-II-Lösung zugesetzt und der pH-Wert mit 0,1 N Natronlauge auf 7,5 
bis 8,5 eingestellt. Nach Auffüllen des Kolbens mit Reinstwasser wurde der Ansatz filtriert 
und direkt zur enzymatischen Bestimmung eingesetzt. Die Bestimmung sowie Berechnung 
der Gehalte an D-Glucose und D-Fructose erfolgte entsprechend der Testkit-Anleitung.  
 
 
3.6.5 SDS-PAGE 
 
Die Durchführung der SDS-PAGE erfolgte in Anlehnung an Laemmli (1970). Zur Coomassie-
Färbung wurde die Methode von Radola (1980) herangezogen, zur Silberfärbung ein 
Protokoll nach Blum et al. (1987) mit Modifizierungen angewandt. 
 
Lösungen zur Gelherstellung (Laemmli, 1970) (Radola, 1980; Blum et al., 1987) 
Acrylamid-Stammlösung 54 %: 
(1 Woche haltbar) 
26,19 g Acrylamid und 0,81 g Methylenbisacrylamid auf 50 ml mit 
Reinstwasser auffüllen 
Trenngelpuffer pH 8,5: 97,35 g Tris und 0,8 g SDS auf 250 ml mit Reinstwasser auffüllen  
(pH-Einstellung mit 8 N HCl) 
Per-Lösung: (frisch herstellen) 100 mg Ammoniumperoxodisulfat in 250 µl Reinstwasser 
Lösungen zur Probenvorbereitung 
Probenpuffer pH 8,0:  4,84 g Tris, 0,03 g EDTA, 1,0 g SDS, 13,8 ml Glycerol (87 %ig) 
und 0,01 g Orange G auf 50 ml mit Reinstwasser auffüllen  
(pH-Einstellung mit 8 N HCl) 
Iodacetamid-Lösung:  
(frisch herstellen) 
0,2 g Iodacetamid in 1 ml Reinstwasser 
DTT-Lösung: (frisch herstellen) 0,15 g Dithiothreitol in 0,2 ml Reinstwasser 
Proteinmarker 
Roti®-Mark Standard:       212; 118; 66; 43; 29; 20; 14 kDa 
Protein Marker III (6.5‒200):       200; 116; 68; 43; 29; 20; 14,4; 6,5 kDa 
Pufferlösungen für die Elektrophoresekammer 
Anodenpuffer pH 8,9: 121,1 g Tris auf 5 l mit Reinstwasser (pH-Einstellung mit 8 N HCl) 
Kathodenpuffer pH 8,2: 24,2 g Tris, 35,8 g Tricin und 2,0 g SDS auf 2 l mit Reinstwasser 
(keine pH-Einstellung) 
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Lösungen zur Färbung mit Coomassie Brilliantblau 
Fixierlösung: 200 g Trichloressigsäure auf 1 l mit dest. Wasser 
Färbelösung: 400 mg Coomassie Brilliantblau G 250 in 1 l Entfärbelösung 
Entfärbelösung: dest. Wasser : Methanol : Eisessig im Verhältnis 65/25/10 (v/v/v) 
Lösungen zur Silberfärbung (frisch herstellen) 
Entfärbe-/Fixierlösung: Methanol : Eisessig : dest. Wasser im Verhältnis 50/10/40 
Waschlösung: 30 % Ethanol in dest. Wasser (v/v) 
Thiosulfat-Stammlösung: 2 g Na2S2O3*5 H2O auf 1 l mit dest. Wasser 
Imprägnierlösung: 1 g AgNO3 und 100 µl Formaldehydlösung (36,5 %ig) auf 500 ml 
mit dest. Wasser 
Entwicklerlösung: 30 g Na2CO3, 250 µl Formaldehydlösung und 200 µl Thiosulfat-
Stammlösung auf 500 ml mit dest. Wasser 
Stopplösung: 5 g EDTA auf 1 l mit dest. Wasser 
Spül-/Lagerlösung: 25 % Methanol in dest. Wasser (v/v) 
 
Gießen der Gradientengele: 
Zur Untersuchung der intakten Erdnussproteine wurden Gradientengele von 4 bis 20 % 
Acrylamid verwendet, während für die Verdauungsproben Gele von 4 bis 15 % besser 
geeignet waren. Die Herstellung der Gellösungen erfolgte entsprechend Tab. 15. 
 
Tab. 15: Pipettierschema zur Herstellung der Gellösungen 
 Trenngel schwer 
20 % Acrylamid 
Trenngel schwer 
15 % Acrylamid 
Trenngel leicht 
4 % Acrylamid 
Spacergel 
4 % Acrylamid 
Glycerol 87 % 3,065 ml 3,065 ml - - 
Trenngelpuffer 3,120 ml 3,120 ml 3,120 ml 3,120 ml 
Acrylamid-
Stammlösung 
3,705 ml 2,780 ml 0,740 ml 0,740 ml 
mit Reinstwasser auf 10 ml auffüllen 
Zugabe von 10 µl TEMED 
 
Die Gradientengele wurden im Kühlraum (6 °C) mit Hilfe einer Mischkammer hergestellt. 
Dazu wurden je 7 ml der schweren bzw. leichten Lösung verwendet und unmittelbar vor dem 
Gießen je 10 µl Per-Lösung zugesetzt. Nach dem Stehenlassen für 15 min im Kühlraum und 
15 min bei Raumtemperatur wurden die Gele mit Wasser überschichtet und zur 
Polymerisierung für 1 h in den Trockenschrank bei 40 °C gestellt. Anschließend wurden nach 
Entfernen des Wassers die Probenkämme eingesetzt und die Spacergel-Lösung aufgegeben. 
Die vollständige Polymerisierung erfolgte über Nacht im Kühlraum. 
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Probenvorbereitung: 
Es wurden Probelösungen mit einer Konzentration von ca. 1 mg/ml hergestellt. Hierzu wurde 
die entsprechende Menge des zu untersuchenden Materials in 300 µl 6 N Harnstofflösung 
gelöst und anschließend mit 300 µl Probenpuffer vermischt. Zur Reduktion wurden 500 µl 
Probelösung mit 10 µl DTT-Lösung versetzt, für 4 min im siedenden Wasserbad erhitzt und 
danach sofort abgekühlt. Anschließend wurden weitere 5 µl DTT-Lösung sowie 53 µl 
Iodacetamidlösung zur Blockierung der freien Thiolgruppen zugegeben. Die Inkubation 
erfolgte über Nacht im Kühlschrank oder 30 min bei Raumtemperatur. 
 
Elektrophorese: 
Nach Auftragung der Proben (5 ‒ 15 µl, Marker 3 ‒ 5 µl) wurde eine vertikale Elektrophorese 
bei 10 °C nach folgendem Trennprogramm durchgeführt: 
1. 50 mA 400 V 1 h 
2. 110 mA 800 V 5 h 
Bei nur einem Gel wurden die Stromstärken halbiert. 
 
Färbung mit Coomassie Brilliantblau: 
Die Gele wurden 20 min mit Fixierlösung behandelt, dann dreimal mit dest. Wasser 
gewaschen und anschließend für 30 min in Färbelösung inkubiert. Die Entfärbung erfolgte 
zwei- bis dreimal für je 20 min.  
 
Silberfärbung: 
Die mit Coomassie Brilliantblau angefärbten Gele wurden über Nacht vollständig entfärbt und 
anschließend zur Entfernung der Säure dreimal für je 20 min mit der Waschlösung behandelt. 
Es folgte die Vorbehandlung der Gele mit Thiosulfat-Stammlösung für genau 1 min, im 
Anschluss wurde dreimal 20 s mit dest. Wasser gewaschen. Die Imprägnierung wurde für 
20 min durchgeführt, danach wurden die überschüssigen Silberionen durch zweimaliges 
Waschen mit dest. Wasser für je 20 s entfernt. Anschließend wurde unter Lichtausschluss auf 
Sicht entwickelt und bei Erreichen der gewünschten Bandenintensität sofort zweimal für 
2 min mit dest. Wasser gewaschen. Das Abstoppen erfolgte für 10 min, im Anschluss wurden 
die Gele in 25 % Methanol eingelegt und vor dem Einschweißen mindestens 20 min gespült. 
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3.6.6 Isoelektrische Fokussierung 
 
Zur Isoelektrischen Fokussierung wurde die in der Praktikumsvorschrift der Professur für 
Lebensmittelchemie der Technischen Universität Dresden beschriebene Vorschrift verwendet 
(Michov, 1996). 
 
Lösungen zur Gelherstellung 
Acrylamid-Stammlösung 10 %: 
(1 Woche haltbar) 
4,85 g Acrylamid und 0,15 g Methylenbisacrylamid auf 50 ml mit 
Reinstwasser 
Per-Lösung: (frisch herstellen) Siehe SDS-PAGE (Kapitel 3.6.5) 
Proteinmarker 
IEF Markers 3‒10 
Lösungen zur Färbung mit Coomassie Brilliantblau 
Siehe SDS-PAGE (Kapitel 3.6.5) 
 
Gießen der Flachgele: 
Zur Herstellung einer Gelkassette werden zwei Glasplatten (10 x 20 cm), eine Plexiglasplatte 
mit aufgeklebtem DYMO-Band (0,5 cm breit, 0,025 cm dick) als Abstandshalter sowie eine 
beidseitig mit einer Acrylatschicht aktivierten Polyesterfolie (Gel-Fix® for PAG) benötigt. 
Die Plexiglasplatte wurde unter Verwendung einiger Tropfen Wasser mit der unbeklebten 
Seite auf einer Glasplatte befestigt. Die Gelbond-PAG-Trägerfolie wurde luftblasenfrei mit 
etwas Wasser auf die zweite Glasplatte aufgerollt. 
Die Gellösung wurde wie folgt hergestellt: 1 g Harnstoff wurde in einen 10 ml-Maßkolben 
eingewogen, dann 5 ml Acrylamid-Stammlösung, 1 ml Glycerol (87 %ig) sowie 0,5 ml 
Trägerampholytlösung des pH-Bereiches 2 bis 11 (Servalyt® 2‒11) zugegeben. Nach Zufügen 
von 20 µl TEMED als Katalysator wurde mit Reinstwasser auf 10 ml aufgefüllt, sorgfältig 
durchmischt und im Ultraschallbad entgast. 
Für ein Gel wurden 10 ml Gellösung mit 10 µl Per-Lösung vermischt und auf das untere 
Drittel der vorbereiteten Plexiglasplatte aufgebracht. Die auf der Glasplatte haftende Gelbond-
PAG-Folie wurde luftblasenfrei aufgelegt. Die Platten wurden mit Klemmen 
zusammengepresst und zum Verdunstungsschutz mit feuchten Tüchern abgedeckt. Die 
Polymerisation erfolgte über Nacht bei Raumtemperatur. 
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Vorfokussierung: 
Die Folie mit dem auspolymerisierten Gel wurde aus der Kassette gelöst und mit der Gelseite 
nach oben luftblasenfrei auf die sorgfältig gereinigte Kühlplatte der Horizontal-Trennkammer 
gelegt, auf die als Kühlvermittler ca. 1 ml Kerosin aufgetragen wurde. Als Strombrücken 
wurde jeweils ein Filterpapierstreifen mit 1 M Natronlauge (Kathodenseite) bzw. 1 M 
Phosphorsäure (Anodenseite) getränkt und auf die äußeren Gelseiten aufgelegt. Nach 
Auflegen der Elektroden wurde zur Ausbildung des pH-Gradienten im Gel die 
Vorfokussierung mit 600 V für ca. 20 min durchgeführt, bis ein Absinken der Stromstärke 
von anfangs 10 mA auf ca. 5 mA zu verzeichnen war. 
 
Elektrophoretische Trennung: 
Zur Auftragung der Proben wurde eine Silikongummischablone auf das Gel aufgelegt und 
jeweils 2 ‒ 10 µl der nach Kapitel 3.6.5 hergestellten Probelösungen aufgetragen. Für einen 
schonenden Eintritt der Proben in das Gel erfolgte zunächst eine Probeneintrittsphase, gefolgt 
von der eigentlichen Fokussierung, mit den nachfolgend aufgeführten Parametern. 
Probeneintrittsphase 800 V 10 mA 10 min 
Fokussierung 1000 V 10 mA 180 ‒ 240 min 
 
Färbung mit Coomassie Brilliantblau: 
Die Gele wurden 20 min mit Fixierlösung behandelt, dann dreimal mit dest. Wasser 
gewaschen und anschließend für 20 min in Färbelösung inkubiert. Die Entfärbung erfolgte 
zwei- bis dreimal für je 20 min. 
 
 
3.6.7 Hydrolysen 
 
Säurehydrolyse  
Die Durchführung der Säurehydrolysen erfolgte nach Förster (2006). Die Proben wurden in 
Schott®-Schraubreagenzgläser eingewogen, mit 8 N Salzsäure (zur Bestimmung von Furosin 
und FMAS) bzw. mit 6 N Salzsäure (zur ASA und Bestimmung von CML) versetzt, für 2 min 
mit Stickstoff überspült und im Trockenschrank bei 110 °C für 23 h erhitzt. Nach dem 
Abkühlen auf Raumtemperatur wurden die Hydrolysate durch Weißbandfilter filtriert. Für die 
Furosin-Bestimmung wurden die Hydrolysate direkt verwendet, zur Analytik des CML sowie 
für die Aminosäureanalyse (ASA) wurden die in Tab. 16 angegebenen Aliquote am 
Vakuumkonzentrator eingeengt. 
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Tab. 16: Säurehydrolysat-Aliquote für die Analytik 
Analyt Aliquot 
Furosin und hydrophile FMAS 500 µl (direkt zur SPE) 
hydrophobe FMAS 500 µl 
CML 750 µl 
ASA 300 ‒ 500 µl 
Pentosidin und LAL 1000 µl 
 
Enzymatische Hydrolyse 
Folgende Enzymlösungen werden benötigt: 
Pepsin-Lösung: (frisch herstellen) 2 mg Pepsin (20 FIP-U) in 1 ml 0,02 N Salzsäure 
Pronase-Lösung: (frisch herstellen) 2 mg Pronase E (8000 PU) in 1 ml Tris/HCl-Puffer (2 M, 
pH 8,2) 
Aminopeptidase-Lösung: gebrauchsfertige Suspension (20 U/ml) 
Prolidase-Lösung: 100 U Prolidase in 1 ml Reinstwasser 
 
In Anlehnung an Förster (2006) wurden die Proben entsprechend 2 ‒ 3 mg Protein in ein 
Rollrandschnappdeckelglas eingewogen und mit 1 ml 0,02 N Salzsäure, der zur 
Konservierung ein Thymolkristall zugefügt wurde, versetzt. Nach Zugabe von 50 µl Pepsin-
Lösung erfolgte die Inkubation bei 37 °C für 24 h. Anschließend wurden 250 µl Tris/HCl-
Puffer und 50 µl Pronase-Lösung zugesetzt und erneut bei 37 °C für 24 h inkubiert. Im letzten 
Schritt wurden 20 µl Aminopeptidase-Suspension sowie 40 µl Prolidase-Lösung zugegeben 
und weitere 24 h bei 37 °C behandelt. Abschließend wurden die Hydrolysate 
gefriergetrocknet. 
 
 
3.6.8 Aminosäureanalyse 
 
Die Aminosäureanalyse (ASA) erfolgte nach saurer bzw. enzymatischer Hydrolyse mittels 
Ionenaustauschchromatographie mit Ninhydrin-Nachsäulenderivatisierung (Henle et al., 
1991b). Dazu wurden die Hydrolysate in 1 ml Probenpuffer gelöst, membranfiltriert und bei 
Bedarf verdünnt. Die Messungen am Aminosäureanalysator wurden von Frau Dipl.-Ing. Karla 
Schlosser durchgeführt. 
 
Anlage Aminosäureanalysator S4300 
Säule Kationenaustauschersäule LCA K07/Li (Laserchrom HPLC 
Laboratories Ltd, Rochester) 
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Detektion λ = 570 nm und λ = 440 nm 
Injektionsvolumen 20 ‒ 80 µl 
Kalibrierbereich 2,5 – 25 nmol 
Fluss Puffer: 0,45 ml/min 
Ninhydrin: 0,25 ml/min 
Fließmittel  
 
Tab. 17: Fließmittel für die Aminosäureanalyse 
Bezeichnung Puffer pH-Wert 
Probenpuffer 0,12 M Lithiumcitrat 2,20 
A 0,12 M Lithiumcitrat 2,90 
B 0,30 M Lithiumcitrat 4,20 
C 0,30 M Lithiumcitrat 8,00 
D (zur Regenerierung) 0,50 M Lithiumhydroxid - 
 
Elution 
 
Tab. 18: Trennprogramm für die Aminosäureanalyse 
Zeit [min] Puffer A [%] Puffer B [%] Puffer C [%] Puffer D [%] 
0,0 85 15 - - 
3,0 85 15 - - 
4,0 79 21 - - 
21,0 43 57 - - 
25,0 43 57 - - 
33,0 - 100 - - 
39,0 - - 100 - 
43,0 - - 77 23 
61,0 - - 77 23 
61,1 - - - 100 
64,1 - - - 100 
64,2 85 15 - - 
77,2 85 15 - - 
 
Derivatisierung 
 
Tab. 19: Programm für Ninhydrin 
Zeit [min] Ventil Säulentemperatur [°C] 
0,0 30 % Isopropanol 42 
0,1 Ninhydrin 42 
25,0 Ninhydrin 42 
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Zeit [min] Ventil Säulentemperatur [°C] 
40,0 Ninhydrin 60 
46,0 Ninhydrin 74 
60,0 Ninhydrin 74 
61,0 30 % Isopropanol 74 
71,0 30 % Isopropanol 42 
81,0 30 % Isopropanol 42 
201,0 30 % Isopropanol 42 
 
 
3.6.9 Furosin und FMAS 
 
3.6.9.1 RP-HPLC 
 
Die Quantifizierung der unterschiedlichen FMAS erfolgte aufgrund der großen Unterschiede 
in deren Hydrophobizitäten mittels zwei verschiedener RP-HPLC-Systeme. Die 
Identifizierung erfolgte anhand eines Retentionszeitvergleiches mit den nach Kapitel 3.5 
synthetisierten Referenzsubstanzen. Zur Quantifizierung erfolgte eine Kalibrierung über 
Furosin. Die exakte Konzentration der Stammlösung (ca. 35 nmol/ml) wurde photometrisch 
nach dem Lambert-Beer-Gesetz unter Einbeziehung des Extinktionskoeffizienten 
(15316 l . cm-1 . mol-1) bestimmt. 
 
Bestimmung der FMAS von Lysin, Alanin, Glycin, GABA, Asparaginsäure und Arginin 
Die Quantifizierung dieser hydrophilen Derivate erfolgte in Anlehnung an Resmini et al. 
(1990) mittels RP-HPLC/DAD. Die nach Kapitel 3.6.7 erhaltenen Säurehydrolysate der 
Lebensmittelproben wurden zunächst einer Reinigung mittels Festphasenextraktion (SPE) an 
RP18-Material (GracePureTM C18-Max 500 mg/3 ml) unterzogen. Das Durchführungsschema 
ist in Tab. 20 dargestellt. Das exakte Eluatvolumen wurde durch Auswiegen der Eluat-Vials 
vor und nach der Elution unter Berücksichtigung der Dichte der 3 N Salzsäure von 1,05 
berechnet. 
 
Tab. 20: Durchführungsschema für die Reinigung von FMAS mittels SPE 
Arbeitsschritt Aufgabe auf die Kartusche 
Konditionierung 5 ml Methanol, dann 10 ml Reinstwasser 
Probenaufgabe 0,5 ml Hydrolysat 
Elution stufenweise mit 3 N HCl (500 µl + 500 µl + 1000 µl + 1000 µl) 
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Anschließend wurden 1,0 ‒ 1,5 ml der Eluate im Vakuumkonzentrator zur Trockne eingeengt, 
in 0,5 ml 0,2 N HCl aufgenommen, membranfiltriert und zur RP-HPLC eingesetzt.  
 
Anlage HPLC/DAD-Anlage, analytisch (Knauer) 
Säule furosine dedicated column  
Säulentemperatur 33 °C 
Detektion λ = 280 nm 
Injektionsvolumen 20 µl 
Kalibrierbereich Furosin 1 ‒ 20 nmol/ml 
Flussrate 1,2 ml/min 
Fließmittel A: 0,4 % Essigsäure in Reinstwasser (v/v) 
B: 0,3 % Kaliumchlorid in 0,4 % Essigsäure (m/v) 
Elution  
   
Tab. 21: Trennprogramm für die Bestimmung der hydrophilen FMAS mittels RP-HPLC 
Zeit [min] Fließmittel A [%] Fließmittel B [%] 
0,0 100 0 
15,5 100 0 
22,5 50 50 
25,0 50 50 
27,0 100 0 
34,0 100 0 
 
Bestimmung der FMAS von Leucin, Isoleucin, Valin und Glutaminsäure 
Diese Derivate wurden in Anlehnung an Penndorf et al. (2007) mittels RP-HPLC/DAD 
bestimmt. Aufgrund der höheren Hydrophobizität würden diese Substanzen während der 
Festphasenextraktion am C18-Material fest gebunden, so dass zur Bestimmung auf diesen 
Reinigungsschritt verzichtet werden musste. Daher wurden die nach Kapitel 3.6.7 erhaltenen 
getrockneten Säurehydrolysate in 0,2 N HCl gelöst, membranfiltriert und zur RP-HPLC 
eingesetzt. 
 
Anlage HPLC/DAD-Anlage, analytisch (Knauer) 
Säule Eurospher 100-5 C18, 250 x 4,6 mm  
Säulentemperatur 25 °C 
Detektion λ = 280 nm 
Injektionsvolumen 20 µl 
Kalibrierbereich Furosin 1 ‒ 20 nmol/ml 
Flussrate 0,7 ml/min 
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Fließmittel A: 2 % Ameisensäure in Reinstwasser (v/v) 
B: 2 % Ameisensäure in Methanol (v/v) 
Elution  
 
Tab. 22: Trennprogramm für die Bestimmung der hydrophoben FMAS mittels RP-HPLC 
Zeit [min] Fließmittel A [%] Fließmittel B [%] 
0,0 100 0 
10,0 100 0 
15,0 90 10 
45,0 80 20 
50,0 20 80 
55,0 20 80 
60,0 100 0 
70,0 100 0 
 
 
3.6.9.2 LC/ESI-TOF-MS 
 
Zur Bestätigung der Identität der synthetisierten FMAS wurden die nach Kapitel 3.5 
erhaltenen, in 0,2 N HCl gelösten Syntheseansätze mittels LC/ESI-TOF-MS analysiert. In 
gleicher Weise wurde mit den in 0,2 N HCl gelösten Hydrolysaten ausgewählter 
Lebensmittelproben verfahren, um enthaltene FMAS zu identifizieren. Die LC/MS-Messung 
wurde von Dr. Uwe Schwarzenbolz nach folgenden Parametern durchgeführt. 
 
Anlage LC/ESI-TOF-MS (Agilent) 
Säule Eurospher 100-5 C18, 250 x 4,6 mm 
Säulentemperatur 25 °C 
Detektion λ = 280 nm sowie Time of Flight-Massenspektrometer, m/z-Bereich 
100 ‒ 700 
Injektionsvolumen 50 µl 
Flussrate 0,7 ml/min 
Fließmittel A: 2 % Ameisensäure in Reinstwasser (v/v) 
B: 2 % Ameisensäure in Methanol (m/v) 
Elution Trennprogramm siehe Tab. 22 
  
Tab. 23 zeigt eine Gegenüberstellung der berechneten und der experimentell ermittelten MS-
Daten, aus der eine gute Übereinstimmung ersichtlich ist. Im Glutaminsäure-Ansatz 
dominierte die FM-Pyrrolidoncarbonsäure (FM-PCA), welche während der Säurehydrolyse 
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durch Zyklisierung unter Wasserabspaltung entsteht, während FM-Glu nur in geringer Menge 
nachweisbar war (Gayte-Sorbier et al., 1985). 
  
Tab. 23: MS-Daten der synthetisierten FMAS 
FMAS [M+H]+ m/z berechnet [M+H]+ m/z gemessen 
FM-Gly 184,17 184,08 
FM-Ala 198,19 198,17 
FM-GABA 212,22 212,08 
FM-Val 226,25 226,12 
FM-Leu 240,28 240,16 
FM-Ile 240,28 240,24 
FM-Asp 242,20 242,11 
α-FM-Lys 255,29 255,13 
FM-Glu / FM-PCA 256,23 / 238,22 256,07 / 238,06 
FM-Arg 283,30 283,21 
 
 
3.6.9.3 Bestimmung der Überführungsfaktoren mittels RP-HPLC/CLND 
 
Während der Säurehydrolyse werden Amadori-Produkte zu einem bestimmten Anteil zur 
jeweiligen FMAS umgesetzt, wobei auch ein beträchtlicher Teil der freien Aminosäure 
zurückgebildet wird. Die daraus resultierenden Überführungsfaktoren sind sowohl zur 
Berechnung der Amadori-Produktgehalte als auch zur Bestimmung der unmodifizierten 
Aminosäuren notwendig. Zur Bestimmung der Überführungsfaktoren wurden die 
synthetisierten Fructosylaminosäuren einer Säurehydrolyse mit 6 N HCl sowie 8 N HCl 
unterzogen und die Umsatzraten zur entsprechenden FMAS sowie zur freien Aminosäure 
mittels RP-HPLC mit stickstoffsensitivem Detektor (CLND) gemessen (Penndorf et al., 
2007). 
Die nach Kapitel 3.5 erhaltenen, in Reinstwasser gelösten Fructosylaminosäure-Ansätze 
wurden 1 + 9 mit bidest. Wasser verdünnt und zur Hydrolyse in 8 N HCl (700 µl dieser 
Lösung und 1380 µl 12 N HCl) bzw. in 6 N HCl (mit 700 µl 12 N HCl) eingesetzt. Die 
Hydrolyse erfolgte bei 110 °C für 23 h im Sandbad. Anschließend wurden die Hydrolysate 
über Weißbandfilter filtriert und 500 µl der Hydrolysate in der Vakuumzentrifuge getrocknet. 
Die trockenen Rückstände wurden in 500 µl bidest. Wasser gelöst, membranfiltriert und zur 
Analytik 1 + 9 bis 1 + 99 verdünnt. 
Zur Identifizierung der jeweiligen intakten Aminosäure in den Reaktionsgemischen wurden 
ca. 3 mg jeder Aminosäure in je 700 µl bidest. Wasser gelöst, membranfiltriert und 1 + 49 
verdünnt. Die Fructosylaminosäure-Ansätze wurden 1 + 99 verdünnt vermessen. 
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Die Kalibrierung erfolgte mit Coffein, wobei 1 Molekül Coffein 4 Stickstoffatome enthält. 
Nach folgenden Parametern wurden die Messungen durchgeführt. 
 
Anlage HPLC/CLND (Agilent) 
Säule Eurospher 100-5 C18, 250 x 3 mm 
Säulentemperatur 30 °C 
Detektion λ = 280 nm sowie CLND 
Injektionsvolumen 10 µl 
Kalibrierbereich Coffein entsprechend 5 ‒ 75 mg N/l 
Flussrate 0,2 ml/min 
Fließmittel A: bidest. Wasser 
B: Methanol (Lichrosolv®)  
Elution  
 
Tab. 24: Trennprogramm für die Bestimmung der Überführungsfaktoren mittels  
RP-HPLC/CLND 
Zeit [min] Fließmittel A [%] Fließmittel B [%] 
0 100 0 
5 100 0 
20 95 5 
30 20 80 
35 20 80 
40 100 0 
60 100 0 
 
Es wurden nur diejenigen FMAS untersucht, die in den Lebensmittelproben nachweisbar 
waren. In Tab. 25 und Tab. 26 sind die ermittelten prozentualen Umsatzraten der Amadori-
Produkte zu den entsprechenden FMAS sowie zu den freien Aminosäuren (AS) bei Hydrolyse 
mit 8 N bzw. 6 N HCl angegeben. Die Überführungsfaktoren (ÜF) ergeben sich wie folgt: 
ÜF = 	 100 %
Umsatzrate	[%]
 
 
Zur Berechnung der Amadori-Produktgehalte in den untersuchten Proben wurden die 
gemessenen FMAS-Gehalte mit dem jeweiligen Überführungsfaktor multipliziert. In analoger 
Weise wurden die Gehalte der rückgebildeten Aminosäuren bestimmt. Die nach 
Aminosäureanalyse erhaltenen Daten wurden um diesen Anteil korrigiert und so die 
tatsächlichen Gehalte an unmodifizierten Aminosäuren ermittelt. 
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Tab. 25: Umsatzraten und Überführungsfaktoren in 8 N HCl 
 FMAS Umsatzrate [%] FMAS ÜF AS Umsatzrate [%] AS ÜF 
Fru-Gly 8,5 ± 0,0 11,8 143,4 ± 0,1 0,7 
Fru-GABA 27,6 ± 0,1 3,6 52,1 ± 0,8 1,9 
Fru-Ala 17,2 ± 0,2 5,8 69,3 ± 0,3 1,4 
Fru-Leu 15,1 ± 0,1 6,5 78,7 ± 0,4 1,3 
Fru-Ile 13,9 ± 0,1 7,2 84,0 ± 2,0 1,2 
Fru-Val 14,4 ± 0,0 6,9 72,7 ± 0,0 1,4 
 
Tab. 26: Umsatzraten und Überführungsfaktoren in 6 N HCl 
 FMAS Umsatzrate [%] FMAS ÜF AS Umsatzrate [%] AS ÜF 
Fru-Gly 8,5 ± 0,1 11,8 114,5 ± 8,7 0,9 
Fru-GABA 18,4 ± 0,0 5,4 76,6 ± 0,8 1,3 
Fru-Ala 10,1 ± 0,5 9,9 87,9 ± 0,3 1,1 
Fru-Leu 9,9 ± 0,1 10,1 91,2 ± 0,6 1,1 
Fru-Ile 4,4 ± 0,1 22,5 99,7 ± 1,1 1,0 
Fru-Val 9,3 ± 0,3 10,8 84,5 ± 0,3 1,2 
 
 
3.6.10 Pyrralin 
 
Die Bestimmung von Pyrralin erfolgte nach Förster et al. (2005) aus den enzymatischen 
Hydrolysaten mittels Ionenpaarchromatographie. Zur Kalibrierung wurde ein im Arbeitskreis 
synthetisierter Pyrralin-Standard verwendet. Die exakte Konzentration der Stammlösung (ca. 
60 nmol/ml) wurde photometrisch über die Extinktion bei 297 nm unter Verwendung des 
Lambert-Beer-Gesetzes (Extinktionskoeffizient 14454,4 l . cm-1 . mol-1) bestimmt. 
Die gefriergetrockneten enzymatischen Hydrolysate wurden je nach erwartetem Pyrralin-
Gehalt in 0,5 ‒ 0,75 ml Fließmittel gelöst, membranfiltriert und zur RP-HPLC entsprechend 
folgender Parameter eingesetzt. 
 
Anlage HPLC/DAD-Anlage, analytisch (Knauer) 
Säule Eurospher 100-5 C18, 4,6 x 125 mm, mit Vorsäule  
Säulentemperatur 30 °C 
Detektion λ = 297 nm 
Injektionsvolumen 20 µl 
Kalibrierbereich 1 ‒ 12 nmol/ml 
Fluss 1,6 ml/min 
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Fließmittel 7,5 mM Natriumpentansulfonat in 10 %igem Ethanol, pH 3,0 mit 
Propionsäure eingestellt 
Elution isokratisch, t = 28 min 
 
 
3.6.11 Nε-Carboxymethyllysin (CML) 
 
Die Bestimmung des Nε-Carboxymethyllysins (CML) erfolgte nach Säurehydrolyse und 
Derivatisierung zum flüchtigen Trifluoracetylmethylester mittels GC/MS (Dunn et al., 1991). 
Die nach Kapitel 3.6.7 erhaltenen getrockneten Säurehydrolysate wurden in 710 µl 0,1 N 
Salzsäure gelöst, mit 40 µl Carboxymethylornithin (CMO, 20 mg/ml in 0,1 N HCl) als 
interner Standard versetzt und zunächst einer Reinigung durch Festphasenextraktion an  
C18-Material (GracePureTM C18-Max 500 mg/3 ml) unterzogen. Das Durchführungsschema 
ist Tab. 27 zu entnehmen. Dabei wurde das Eluat aller Arbeitsschritte nach der 
Konditionierung gesammelt. 
 
Tab. 27: Durchführungsschema für die Reinigung von CML mittels SPE 
Arbeitsschritt Aufgabe auf die Kartusche 
Konditionierung 5 ml Methanol, dann 10 ml Reinstwasser 
Probenaufgabe 750 µl Probelösung 
Nachspülen des Probengefäßes 3 x mit je 750 µl 0,1 N HCl 
Waschen der Kartusche 5 ml Reinstwasser 
 
Die Eluate wurden im Stickstoffstrom vollständig getrocknet und in 2 ml 1 N methanolischer 
Salzsäure aufgenommen. Hiervon wurden 1,5 ml entnommen und zur Derivatisierung zum 
Methylester für 30 min bei 65 °C im Wasserbad inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze 
erneut im Stickstoffstrom getrocknet und in 0,5 ml Dichlormethan aufgenommen. Nach 
Zugabe von 1 ml Trifluoressigsäureanhydrid erfolgte der zweite Derivatisierungsschritt zum 
Trifluoracetylmethylester für 1 h bei Raumtemperatur. Erneut wurde im Stickstoffstrom 
getrocknet, der Rückstand in 0,3 ml Dichlormethan aufgenommen und zur 
Gaschromatographie mit massenspektrometrischer Detektion im SIM-Modus (single ion 
monitoring) nach folgenden Parametern eingesetzt. 
 
Anlage GC/MS (Hewlett Packard)  
Säule ZB-5 Zebron, 5 % Phenyl 95 % Dimethylpolysiloxan Kapillarsäule  
 Mode konstanter Fluss 
 Eingangsfluss 1,0 ml/min 
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 Eingangsdruck 59,8 kPa 
 mittlere Geschwindigkeit 37 cm/s 
 Ausgangsdruck Vakuum 
Ofen Anfangstemperatur 70 °C 
 Temperaturprogramm 5 °C/min bis auf 245 °C 
  15 °C/min bis auf 280 °C 
  halten für 4 min 
  15 °C/min bis auf 315 °C 
  halten für 3 min 
Injektor Probe waschen zweimal 
 Probe pumpen  fünfmal 
 Injektionsvolumen 2 µl 
 Nachinjektionswaschen je fünfmal mit Wasser und Methanol 
Kalibrierbereich 0,5 bis 300 nmol/ml  
Probeneinlass Pulsed Splitless  
 Temperatur 250 °C 
 Druck 59,8 kPa 
 Pulse pressure  206,8 kPa 
 Pulse time 0,5 min 
 Purge flow 10,0 ml/min 
 Total flow  13,3 ml/min 
 Gas saver on 
 Saver flow 15,0 ml/min 
 Saver time 4,00 min 
Trägergas Helium  
Detektor MS, SIM mode  
 Ionisierung Elektronenstoßionisierung 
 Solvent delay  2 min 
 Resulting EM voltage 1746,7 
 MS Quadrupol 150 °C max. 200 °C 
 MS Source 230 °C max. 250 °C 
 
Tab. 28: Qualifier- und Quantifier-Ionen zur Bestimmung von CML mittels GC/MS 
 Startzeit [min] Target-Ionen Quantifier Dwell time [ms] 
CMO 23,00 378, 351, 233, 291, 224, 166 351 80 
CML 25,00 392, 305, 206, 180 392 80 
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3.6.12 Pentosidin 
 
Das Quervernetzungsprodukt Pentosidin wurde nach Säurehydrolyse mittels 
Ionenaustauschchromatographie mit Fluoreszenzdetektion bestimmt (Henle et al., 1991b; 
Henle et al., 1997). Dazu wurden die getrockneten Hydrolysate in 0,5 ml Probenpuffer gelöst, 
membranfiltriert und von Frau Dipl.-Ing. Karla Schlosser am Aminosäureanalysator 
vermessen. 
 
Anlage Aminosäureanalysator 4151 Alpha Plus 
Säule Kationenaustauschersäule, 125 x 4,6 mm PEEK mit Harz 5 µm für 
Natrium-System 
Detektion Fluoreszenz bei λex/λem = 335/385 nm 
Injektionsvolumen 80 µl 
Kalibrierbereich 0,5 ‒ 44 pmol 
Fließmittel  
 
Tab. 29: Fließmittel für die Pentosidinbestimmung, Natrium-System 
Bezeichnung Puffer pH-Wert 
Probenpuffer 0,2 N Natriumcitrat 3,2 
Puffer 1 nicht belegt  
Puffer 2 0,2 N Natriumcitrat 3,2 
Puffer 3 0,2 N Natriumcitrat 4,2 
Puffer 4 1,2 N Natriumcitrat 6,2 
Puffer 5 1,2 N Natriumcitrat 8,0 
Puffer 6 0,4 N Natronlauge  
 
Elution 
 
Tab. 30: Trennprogramm für die Pentosidinbestimmung 
Zeit [min:s] Temperatur [°C] Puffer 
5:00 55 2 
0:05 55 3 
0:25 55 2 
0:05 55 3 
0:25 55 2 
0:05 55 3 
0:25 55 2 
0:05 55 3 
0:25 55 2 
0:10 55 3 
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Zeit [min:s] Temperatur [°C] Puffer 
0:20 55 2 
0:10 55 3 
0:20 55 2 
19:00 55 3 
5:00 65 4 
21:00 90 4 
5:00 90 4 
22:00 90 5 
12:00 90 6 
12:00 90 2 
10:00 90 2 (20 %) 
10:00 55 2 
0:00 55 2 
1:00 55 2 
 
 
3.6.13 Lysinoalanin 
 
Die Bestimmung des Quervernetzungsproduktes Lysinoalanin (LAL) erfolgte nach 
Säurehydrolyse mittels Ionenaustauschchromatographie und Nachsäulenderivatisierung mit 
Ninhydrin (Henle et al., 1991b; Henle et al., 1997). Die Messungen wurden aus den 
Probelösungen für die Pentosidinbestimmung (Kapitel 3.6.12) durch Frau Dipl.-Ing. Karla 
Schlosser am Aminosäureanalysator durchgeführt. 
 
Anlage Aminosäureanalysator 4151 Alpha Plus 
Trennsäule Kationenaustauschersäule, 200 x 4,6 mm PEEK mit Harz 7 µm mit 
11 % Quervernetzung 
Detektion λ = 570 nm 
Injektionsvolumen 50 µl 
Kalibrierbereich 77 ‒ 620 pmol 
Fließmittel  
 
Tab. 31: Fließmittel für die LAL-Bestimmung, Natrium-System 
Bezeichnung Puffer pH-Wert 
Puffer 1 135 ml 0,2 N Natriumcitrat in 2 l Isopropanol 3,2 
Puffer 2 0,2 N Natriumcitrat 3,2 
Puffer 3 0,2 N Natriumcitrat 4,2 
Puffer 4 Puffer 3 + Puffer 5 1 + 1  
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Bezeichnung Puffer pH-Wert 
Puffer 5 1,2 N Natriumcitrat 6,45 
Puffer 6 0,4 N Natronlauge  
 
Elution 
 
Tab. 32: Trennprogramm für die LAL-Bestimmung 
Zeit [min:s] Temperatur [°C] Puffer Ninhydrin 
5:00 85 1 an 
13:30 85 2 an 
14:00 85 3 an 
8:00 85 4 an 
10:00 60 4 an 
11:00 60 5 an 
8:00 60 5 an 
6:00 85 6 an 
7:00 85 1 an 
12:00 85 1 (10 %) aus 
6:00 70 1 (10 %) an 
0:00 85 1 an 
1:00 85 1 an 
1:00 85 1 an 
 
 
3.7 Methoden zur Beurteilung der Allergenität 
 
3.7.1 ELISA zur Bestimmung des Dau c 1-Gehaltes in Karottenproben 
 
Die Untersuchung der Karottenproben auf deren Dau c 1-Gehalte erfolgte in Zusammenarbeit 
mit Dr. Kay Fötisch am Paul-Ehrlich-Institut in Langen mittels einer dort etablierten Methode 
(Fötisch et al., 2011). Dazu wurden zunächst Extrakte der Proben hergestellt, in denen dann 
mittels Sandwich-ELISA die Gehalte an den Isoformen Dau c 1.01 und Dau c 1.02 gemessen 
wurden. Auf das Testprinzip wurde bereits in Kapitel 2.4.1 näher eingegangen. 
Zur Extraktion der Allergene wurden jeweils 2 g des zerkleinerten Probenmaterials in ein 
50 ml-Röhrchen eingewogen, mit 4 ml PBS-Puffer versetzt und unter Kühlung mit Eis mittels 
Ultra-Turrax zerkleinert. Die Extraktion erfolgte für 1 h bei 4 °C durch Überkopfrotation. Die 
entstehenden Lösungen wurden in 2 ml-Tubes überführt, für 30 min bei 11500 rpm 
zentrifugiert und die Überstände über kombinierte Celluloseacetat-Filter (5 µm und 1,2 µm) 
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filtriert. Die Filter wurden mit weiteren 500 µl PBS-Puffer nachgespült. Das vereinigte Filtrat 
wurde zum Sandwich-ELISA-Test eingesetzt. 
 
 
 
 
Die Durchführung des ELISA-Tests ist in Abb. 17 schematisch dargestellt. Es wurden  
96-Well-Platten (MaxiSorpTM, F-Form, Nunc/Thermo Scientific) verwendet, wobei in allen 
Inkubationsschritten mit einem Volumen von 100 µl gearbeitet wurde. Jeder 
Inkubationsschritt erfolgte für 1 h bei Raumtemperatur, anschließend wurde dreimal mit je 
1. Beschichtung 
2. Antikörperbindung 
3. Antigen 
4. Zweiter Antikörper 
5. Enzymkonjugat 
6. Substratzugabe und Reaktion 
7. Abstoppen 
8. Photometrische Messung gelb (λ = 450 nm) 
hellblau 
96-Well-Mikrotiterplatte 
Schaf-anti-Maus-Ig (Chemicon AP302) 
Verdünnung 1:1333 mit PBS (300 ng/well) 
Maus-mAKs 
„m3“ für Dau c 1.01 (230 ng/well)  
„m6“ für Dau c 1.02 (293 ng/well) 
Extrakte 
Verdünnung entspr. 
Proteinkonzentration  
Dau c 1.01 1:60 bis 1:80 
Dau c 1.02 1:2 
Kalibrierung 
Dau c 1.01 700 ng/ml 
Dau c 1.02 2000 ng/ml 
weitere Verdünnungen 
je 1:3 
Kaninchen-anti-Api g 1.01+1.02 für Dau c 1.01 
Kaninchen-anti-Api g 1.02 für Dau c 1.02 
Verdünnung 1:10000 
Ziege-anti-Kaninchen-IgG-HRP (Sigma A0545) 
Verdünnung 1:100000 
TMB/Citrat-Puffer (10 ml Puffer + 250 µl 
TMB) + 3,3 µl H2O2 
5 bis 15 min schütteln 
50 µl 3 M Schwefelsäure 
Abb. 17: Durchführungsschema zur Quantifizierung von Dau c 1 mittels ELISA (Fötisch et al., 2011) 
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200 µl Waschpuffer (PBS-Puffer mit 0,05 % Tween 20) gewaschen. Zur Kalibrierung wurde 
die vorhandene Dau c 1.01-Stammlösung zunächst auf 700 ng/ml und die Dau c 1.02-
Stammlösung auf 2000 ng/ml verdünnt. Für die verschiedenen Kalibrierpunkte erfolgten 
jeweils weitere Verdünnungen 1 + 2.  
 
 
3.7.2 Western Blot 
 
Die Western Blots (Immunoblots) wurden von Dr. Kay Fötisch am Paul-Ehrlich-Institut in 
Langen durchgeführt. Dabei erfolgt zunächst eine Trennung der Proteine mittels  
SDS-PAGE. Diese Proteine werden dann auf eine Trägermembran übertragen (Blotten) und 
anschließend mit spezifischen Antikörpern über unterschiedliche Reaktionen detektiert. 
Genauere Informationen zum Testprinzip sind in Kapitel 2.4.2 zu finden. Im vorliegenden 
Fall wurde alkalische Phosphatase (APh) als Detektionsenzym verwendet. 
 
Folgende Reagenzien wurden für die elektrophoretische Trennung benötigt: 
Upper Gel Puffer (pH 6,8): 6,06 g Tris und 4 ml 10 %ige SDS-Lösung mit bidest. Wasser auf 
100 ml 
Lower Gel Puffer (pH 8,8): 36,34 g Tris und 8 ml 10 %ige SDS-Lösung mit bidest. Wasser auf 
200 ml 
Pyronin Y (pH 6,8): 100 µl 0,5 M Tris/HCl, 100 µl Glycerin, 400 µl 10 %ige SDS-Lösung, 
100 µl 1 %ige Pyronin-Lösung und 300 µl bidest. Wasser 
 
SDS-PAGE nach Laemmli (1970) 
Die Herstellung des Trenn- und Sammelgels erfolgte nach Tab. 33. Dabei wurde die Per-
Lösung erst unmittelbar vor dem Gießen der Gele zugegeben. Das Trenngel wurde 
luftblasenfrei in die Gelapparatur (Mini Protean III Cell, BioRad) gegossen und mit 
wassergesättigtem Butanol überschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Butanol 
abgegossen, die Geloberfläche mit Wasser abgespült und mit einem Filterpapier die 
Restflüssigkeit entfernt. Anschließend wurde das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und 
der Gelkamm eingesetzt. 
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Tab. 33: Gelherstellung für den Western Blot 
Trenngel (Lower Gel) 15 %ig - für 20 ml Sammelgel (Upper Gel) 5 %ig - für 10 ml 
Lower Gel Puffer [ml] 5,0 Upper Gel Puffer [ml] 2,5 
Acrylamidlösung 30 % [ml] 10,0 Acrylamidlösung 30 % [ml] 1,7 
bidest. Wasser [ml] 4,7 bidest. Wasser [ml] 5,4 
Per-Lösung 20 mg/ml [ml] 0,3 Per-Lösung 20 mg/ml [ml] 0,4 
TEMED [µl] 20 TEMED [µl] 20 
 
Es wurden die nach Kapitel 3.6.5 hergestellten Probelösungen für die SDS-PAGE verwendet. 
Die Auftragsvolumina der Erdnussproben wurden so gewählt, dass eine effektive Probemenge 
von 20 µg/cm resultierte.  Von den isolierten Allergenen wurden 1 µg/cm und von den 
Verdauungsansätzen 3 µg/cm aufgetragen. Die verwendeten Laufbedingungen sind 
nachfolgend dargestellt. Zur Kontrolle des späteren Transfers der Proteine auf die 
Nitrocellulosemembran wurden kurz vor Ende der Elektrophorese einige Mikroliter des 
Farbstoffes Pyronin Y in die Tasche des Gels pipettiert. 
„Einlaufen“ der Probe ins Sammelgel 100 V ca. 10 min 
Trennung der Proteine 200 V bis der Probenpuffer die untere Gelkante 
erreicht hat 
 
Blotten 
Nach der Elektrophorese wurden die getrennten Proteine für 45 min bei 150 V und 400 mA 
auf eine Nitrocellulosemembran (0,2 µm) geblottet. Zur Kontrolle des Blottens erfolgte im 
Anschluss eine Ponceau S-Färbung der Proteine. Dazu wurde die Nitrocellulosemembran für 
1 min in Ponceau S gelegt und anschließend mit Wasser bis zur Sichtbarkeit roter Banden 
entfärbt. 
 
Immunchemische Detektion 
Die Membran wurde zweimal für 20 min in Blockierungspuffer (TBS = Tris-gepufferte 
Salzlösung, mit 0,3 % Tween 20) eingelegt und anschließend nach dem in Abb. 18 
dargestellten Schema weiter behandelt. 
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Es standen 13 verschiedene Seren von Erdnussallergikern zur Verfügung, die 
freundlicherweise von der Hautklinik des Universitätsklinikums Erlangen zur Verfügung 
gestellt wurden. Zusätzlich wurden 4 Seren vom Paul-Ehrlich-Institut in Langen (PEI) 
verwendet. Tab. 34 zeigt eine Auflistung dieser Patientenseren mit deren Gehalten an 
spezifischen IgE gegen Erdnuss, Ara h 1 und Ara h 2 sowie den daraus resultierenden 
Abb. 18: Durchführungsschema für die Detektion der Western Blots 
bidest. Wasser 
dreimal für 10 min mit Waschpuffer 
600 µl AP Conjugate Substrate Kit (BioRad) 
600 µl Strep-APh 1:3000 
Inkubation für 30 min bei Raumtemperatur 
Inkubation für 2,5 h bei Raumtemperatur 
dreimal für 10 min mit Waschpuffer 
Inkubation über Nacht bei Raumtemperatur 
dreimal für 10 min mit Waschpuffer 
Mouse-anti-Ara h 1  
in Inkubationspuffer 
1:100 
Rabbit-anti-Ara h 2  
in Inkubationspuffer 
1:4 Mio. 
60 µl Serum + 540 µl 
Inkubationspuffer (TBS 
mit 0,05 % Tween 20 
und 0,1 % BSA) 
Mouse-anti-human-IgE-
AP (Pharmingen 
555859) 1:750 
Rabbit-anti-Mouse-
IgG-Biotin (Sigma 
B8520) 1:10000 
Goat-anti-Rabbit-
IgG-Biotin (DAKO 
E0432) 1:10000 
1. Waschen 
2. Primärantikörper 
7. Waschen 
9. Abstoppen 
8. Substrat-Reaktion 
3. Waschen 
4. Sekundärantikörper 
5. Waschen 
6. Kopplung APh 
Nitrocellulosemembran-Streifen (blockiert) 
1 x mit Waschpuffer: TBS mit 0,05 % Tween 20 
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CAP-Klassen. Die PEI-Seren sind mit „PEI“ und einer Nummer benannt, alle anderen 
aufgeführten Seren stammen von der Hautklinik des Uniklinikums Erlangen. 
 
Tab. 34: Auflistung der verwendeten Patientenseren. n. n. nicht nachweisbar 
Serum 
IgE gegen 
Erdnuss (kU/ml) 
CAP-
Klasse 
IgE gegen 
Ara h 1 
(kU/ml) 
CAP-
Klasse 
IgE gegen 
Ara h 2 
(kU/ml) 
CAP-
Klasse 
KSt 001 >100 6 81,6 5 >100 6 
LC 002 64,6 5 23,6 4 40,1 4 
WM 004 5,2 3 0,51 1 6,62 3 
KS 005 20,7 4 2,79 2 8,52 3 
PEI 163   > 100 6   
PEI 65-2     14,9 3 
PEI 180     0,53 1 
PEI 231-6 Serum eines Nichtallergikers als Negativkontrolle 
 
 
3.7.3 Histaminfreisetzungstest 
 
Der Histaminfreisetzungstest wurde am Paul-Ehrlich-Institut in Langen von Dr. Kay Fötisch 
durchgeführt. Die für diesen Test benötigten basophilen Granulozyten wurden aus 
Nichtallergikerblut isoliert und zur Bindung spezifischer Antikörper mit Allergikerserum 
inkubiert. Anschließend kann die Stimulation mit dem Antigen erfolgen, wodurch es zur 
Ausschüttung des Mediators Histamin kommt. Dieses kann in acylierter Form mittels ELISA 
quantifiziert werden. Theoretische Grundlagen zu diesem Assay sind in Kapitel 2.4.3 
beschrieben. 
 
Die verwendeten Chemikalien wurden wie folgt hergestellt. 
PBS-TNC: 450 ml PBS + 50 ml TNC (0,13 M Trinatriumcitrat, pH 7,0 mit 
HCl) 
HEPES-Puffer:  7,71 g NaCl, 4,77 g HEPES, 0,45 g KCl, 0,25 g MgSO4*7 H2O und 
0,21 g K2HPO4 in 850 ml Wasser lösen, mit 10 N NaOH auf pH 7,4 
bringen, auf 1 l auffüllen und über 0,22 µm Filter filtrieren 
HEPES-Puffer ohne Ca2+: 100 ml HEPES-Puffer + 0,5 g HSA + 100 mg Glucose 
HEPES-Puffer mit Ca2+: 100 ml HEPES-Puffer + 0,15 g CaCl2 + 0,5 g HSA + 100 mg 
Glucose 
Milchsäurepuffer: 819 mg NaCl + 37 mg KCl + 100 µl Milchsäure (90 %) in 100 ml 
bidest. Wasser, mit 10 N NaOH auf pH 3,9 einstellen, über 0,22 µm 
Filter filtrieren 
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Blutabnahme und Isolierung der basophilen Granulozyten 
Für zwei Mikrotiterplatten wurden 40 ml Citratblut (Blut mit Natriumcitrat zur 
Gerinnungshemmung)  eines Nichtallergikers zunächst für 7 ‒ 10 min bei 800 x g 
zentrifugiert und das Plasma entfernt. Der Rückstand wurde in PBS-TNC aufgenommen und 
bis ca. 22 ml aufgefüllt. 
Die Abtrennung der basophilen Granulozyten erfolgte mittels Dichtegradienten-
zentrifugation. Dazu wurden 15 ml Histopaque®-1077 in ein 50 ml-Leucosep-Tube mit Filter 
(Greiner) gegeben und kurz zentrifugiert, damit sich die Lösung unter dem Filter absetzte. 
Über dem Filter stehende Lösung wurde abpipettiert. Nun wurden 22 ml der Zellsuspension 
auf den Filter gegeben und für 23 min bei 800 x g ohne Bremse zentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgenommen, die weiße Ringfraktion, welche die basophilen Granulozyten enthält, 
über dem Filter geerntet, in ein 50 ml-Tube gegeben und mit PBS-TNC auf 30 ‒ 45 ml 
aufgefüllt. Es folgte eine Zentrifugation bei 540 x g mit Bremse für 7 min. Anschließend 
wurde der Überstand abgehoben, die Zellen mit 30 ml 0,85 %igen NaCl-Lösung gewaschen 
und 5 min bei 420 x g mit Bremse zentrifugiert. Der Überstand wurde abpipettiert, so dass das 
zurückbleibende Pellet für den nachfolgenden Stripping-Schritt möglichst trocken war. 
 
Stripping 
Der Stripping-Schritt dient zur Entfernung unspezifischer IgE-Antikörper von den Zellen. 
Dazu wurden zum Pellet 10 ml Milchsäure-Puffer gegeben. Nach einer Inkubation für 5 min 
bei 0 °C unter vorsichtigem Schütteln wurde mit 20 ml HEPES ohne Ca2+ neutralisiert und 
anschließend 5 min bei 420 x g zentrifugiert. Nach einmaligem Waschen mit 3 ml HEPES 
ohne Ca2+ und Zentrifugation bei 420 x g für 5 min wurde das Pellet für die Sensibilisierung 
in HEPES-Puffer ohne Ca2+ resuspendiert. 
 
Sensibilisierung 
Die Sensibilisierung erfolgte durch Inkubation mit Allergikerserum, wodurch die spezifischen 
IgE des Serums an die IgE-Rezeptoren der basophilen Granulozyten binden. Für einen Ansatz 
von 1 ml wurde in folgender Reihenfolge pipettiert: 
1. 840 µl Zellsuspension 
2. 1 µl Heparin (10 mg/ml in PBS) 
3. 8 µl EDTA (0,5 M in bidest. Wasser) 
4. 150 µl Serum 
Die Inkubation erfolgte bei 37 °C im Wasserbad unter leichtem Schütteln für 60 min. 
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Rückgewinnung der Zellen 
Zum Sensibilisierungsansatz wurden 2 ml warmer HEPES-Puffer ohne Ca2+ gegeben und 
5 min bei 420 x g zentrifugiert. Anschließend wurde nochmals mit 3 ml warmem HEPES 
ohne Ca2+ gewaschen und analog zentrifugiert. Das Pellet wurde in 3 ml warmem  
HEPES-Puffer mit Ca2+ resuspendiert und unter Schütteln für 30 min bei 37 °C im Wasserbad 
belassen. In dieser Zeit erfolgte eine Zellzählung mittels Neubauerkammer. Im Anschluss 
wurde die Zellsuspension auf 1,5 . 106 Zellen/ml mit warmem HEPES-Puffer mit Ca2+ 
verdünnt. Vom verdünnten Ansatz wurden zunächst 50 µl für den Totalrelease entnommen 
(weiter bei Stimulation), anschließend erfolgte die Zugabe von rekombinantem IL-3 (rIL-3) 
entsprechend einer Endkonzentration von 6 pM und eine Inkubation bei 37 °C. 
 
Stimulation 
Durch die Stimulation der sensibilisierten basophilen Granulozyten mit dem Antigen kommt 
es zur Degranulation der Zellen und damit zur Ausschüttung des Mediators Histamin. Dieses 
kann nachfolgend quantifiziert und als Maß für die IgE-Reaktivität herangezogen werden. Die 
Stimulation wurde in einer Mikrotiterplatte durchgeführt. Folgende Ansätze wurden 
unterschieden: 
Der Totalrelease entspricht der maximal freisetzbaren Menge an Histamin. Der dafür 
entnommene Ansatz von 50 µl Zellsuspension wurde in ein Eppendorf-Tube gefüllt, mit 
950 µl bidest. Wasser verdünnt und anschließend zweimal eingefroren und wieder aufgetaut. 
Dies führt zum Platzen der Zellen und zur vollständigen Freisetzung des Histamins.  
Der Spontanrelease zeigt an, wieviel Histamin ohne Allergenzugabe freigesetzt wird. Dazu 
wurden je 50 µl HEPES-Puffer ohne Ca2+ in 2 Wells vorgelegt. 
Der allergenspezifische Release ergibt die Histaminfreisetzung, die aus der Stimulation mit 
dem jeweiligen Allergen resultiert. Dazu wurden je 50 µl von verschiedenen Verdünnungen 
der Erdnussextrakte (ab 10 µg/ml, Herstellung siehe Kapitel 3.3.2) bzw. der isolierten 
Allergene (ab 1 µg/ml) in die Wells gegeben. 
Danach wurden in jedes Well 100 µl der 1:7 verdünnten Zellsuspension gegeben, wobei ein 
Well für den Total-Wert freigelassen wurde. Es folgte eine Inkubation mit Deckel für 40 min 
bei 37 °C im Brutschrank. Anschließend wurden 150 µl des Totalrelease-Ansatzes in das 
freigelassene Well pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde für 5 min bei 900 x g und 7 °C 
zentrifugiert, danach sofort auf Eis gelegt und aus jedem Well 100 µl des Überstandes zur 
Acylierung abgenommen. 
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Acylierung 
Histamin ist ein Hapten und damit zu klein für die Bindung. Um vom Antikörper erkannt zu 
werden, ist eine Acylierung notwendig. Dazu wurden die entnommenen Aliquote der 
Überstände auf eine neue Mikrotiterplatte übertragen. Zusätzlich wurden 100 µl der im 
Histamin-Kit mitgelieferten Kontrollen und Kalibrierstandards aufgetragen. Dann wurden je 
25 µl Acylierungspuffer und anschließend 25 µl Acylierungsreagens zugegeben und sofort bei 
350 rpm für mindestens 5 min auf dem Plattenschüttler geschüttelt. 
 
Immunologischer Schritt 
Zur Quantifizierung des freigesetzten Histamins in acylierter Form wurde ein Kit (EIA 
Histamine, Immunotech) verwendet. Je 50 µl der acylierten Proben/Kontrollen/Standards 
wurden in die antikörperbeschichtete Mikrotiterplatte übertragen. Dabei wurde ein Well für 
den Substrat-Blindwert freigelassen. Anschließend wurden zu allen Wells (außer Substrat-
Blindwert) 200 µl Enzymkonjugat zugegeben und 2 h bei 4 °C und 350 rpm geschüttelt. 
Danach wurde die Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen und schließlich auf Filterpapier 
abgetropft. Es folgte die Zugabe von 200 µl Substrat in alle Wells und eine Inkubation im 
Dunkeln für 30 min bei Raumtemperatur und 350 rpm auf dem Plattenschüttler. Anschließend 
wurde durch Zugabe von 50 µl Stopplösung abgestoppt und die Extinktion bei 405 nm 
gemessen. 
 
Berechnung der prozentualen Histaminfreisetzung 
Die Kalibrierfunktion wurde anhand einer 4-Paramter logistischen (nichtlinearen) Regression 
ermittelt: 
 = 	
 − 
1 + 



+  
 
 A Response (Extinktion) bei einer Histaminkonzentration von 0 
 B Steilheit der Kurve 
 C Wendepunkt der Kurve 
 D Response bei unendlicher Histaminkonzentration 
 
Begründet durch unterschiedliche Behandlung während des Tests müssen die daraus 
berechneten Histaminkonzentrationen mit folgenden Faktoren multipliziert werden: 
Kontrollen 1, Totalrelease 20, restliche Wells 10,5. 
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Als positive Histaminfreisetzung gelten Werte von mindestens 10 % des Totalwertes. Der 
Spontanwert sollte kleiner sein als 5 % der totalen Freisetzung. 
 
Zur Berechnung der prozentualen Histaminfreisetzung (% HR) werden die Release-Werte ins 
Verhältnis zum Totalrelease gesetzt. Dabei ist der Spontanwert von allen Werten abzuziehen: 
%			 !"# = 	
$%%"&'()*+*,ℎ"	%$ − .(/'#$'"%$
0/#$%	"%$ − .(/'#$'"%$
× 100 
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4 Ergebnisse und Diskussion 
 
4.1 Einfluss der Erhitzung von Karotten auf die Maillard-
Reaktion und das allergene Potential 
 
Zum Ausmaß der Maillard-Reaktion in hitzebehandelten Karottenprodukten ist, wie bereits in 
Kapitel 2.5.2 diskutiert, bisher wenig bekannt. Soria et al. (2009) untersuchten ausgewählte 
Furoylmethylaminosäuren (FMAS) in den Hydrolysaten getrockneter Karotten, während 
weniger stark erhitzte Produkte wie Säfte nicht betrachtet worden sind. Auch zur Bildung von 
Produkten der fortgeschrittenen Maillard-Reaktion, den sog. AGEs (advanced glycation 
endproducts), liegen keine Daten vor. Aus diesem Grund wurden zunächst verschiedene 
kommerziell erhältliche Karottenprodukte einer Bestandsaufnahme bezüglich des Ausmaßes 
der Glykierung und der gebildeten Maillard-Reaktionsprodukte (MRP) unterzogen. 
Anschließend wurden definierte Erhitzungsexperimente mit frischen Karotten durchgeführt. 
Als Erhitzungsparameter wurden die Amadori-Verbindungen verschiedener Aminosäuren 
herangezogen, welche während der frühen Phase der Maillard-Reaktion entstehen. 
Repräsentativ für die fortgeschrittene Phase wurden Pyrralin, Pentosidin und 
Nε-Carboxymethyllysin bestimmt. Zudem sollte untersucht werden, ob die Bildung 
bestimmter MRP mit der hitzeinduzierten Reduktion der Allergenität von Karotten korreliert. 
Da diese durch eine irreversible Denaturierung des Karottenallergens Dau c 1 und dem damit 
verbundenden Verlust des IgE-Bindungsvermögens erklärt wird (Bohle et al., 2006), wurden 
ausgewählte Erhitzungsansätze auf ihren Gehalt an IgE-reaktivem Dau c 1 untersucht. 
 
 
4.1.1 Identifizierung und Quantifizierung von MRP in verarbeiteten 
Karotten 
 
Bestimmung der Amadori-Produkte 
Die Amadori-Produkte (AP) wurden indirekt durch Umsetzung zu den entsprechenden 
Furoylmethylaminosäuren (FMAS) während der standardisierten Säurehydrolyse bestimmt. 
Die Identifizierung der verschiedenen FMAS in den Karottenproben erfolgte über den 
Retentionszeitvergleich mit Standardsubstanzen sowie deren charakteristisches UV-Spektrum 
mit einem Absorptionsmaximum bei 280 nm. Die Zuordnung der FMAS wurde zusätzlich in 
ausgewählten Proben mittels LC/MS abgesichert. Während Furosin kommerziell erhältlich 
ist, wurden die α-FM-Derivate der Aminosäuren Lysin, Glycin, Alanin, Arginin, Leucin, 
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Isoleucin, Valin, Glutaminsäure, Asparaginsäure und γ-Aminobuttersäure (GABA) wie in 
Kapitel 3.5 beschrieben synthetisiert. 
Zur Bestimmung der FMAS wurden zwei verschiedene RP-HPLC-Systeme angewandt. 
Während Furosin (ε-FM-Lys), α-FM-Lys, α-FM-Gly, α-FM-Ala, α-FM-Arg, α-FM-Asp und 
α-FM-GABA mit einer speziell für die Furosin-Analytik konditionierten RP8-Phase 
(„furosine dedicated“) analysiert wurden (Resmini et al., 1990), war zur Trennung der 
hydrophoberen Derivate α-FM-Ile, α-FM-Leu, α-FM-Val und α-FM-PCA 
(Zyklisierungsprodukt der α-FM-Glu, Kapitel 3.6.9.2), eine RP18-Phase notwendig 
(Penndorf et al., 2007). Abb. 19 und Abb. 20 zeigen repräsentative RP-HPLC-
Chromatogramme einer getrockneten Karottenprobe sowie der identifizierten FMAS mit 
deren Massenspektren. Hieraus wird ersichtlich, dass in Karottenproben neben Furosin auch 
die α-FM-Derivate der Aminosäuren Alanin, GABA, Glycin, Valin, Leucin sowie Isoleucin 
eindeutig nachgewiesen werden konnten. Dagegen wurden die Derivate des Arginins sowie 
der Asparagin- und Glutaminsäure nicht detektiert. Das Vorhandensein des α-FM-Derivates 
von Lysin ist denkbar, konnte aber aufgrund der Überlagerung durch den intensiven 
Furosin-Peak nicht bestätigt werden. 
Alle FMAS wurden über eine externe Kalibrierung mit Furosin quantifiziert. Da es sich 
ausschließlich um Derivate nicht-aromatischer Aminosäuren handelt, ist davon auszugehen, 
dass sie ähnliche Extinktionskoeffizienten aufweisen wie Furosin. Die Nachweisgrenze für 
Furosin und α-FMAS wurde für Karottenprodukte auf 30 mg/kg Protein geschätzt. 
 
 
Abb. 19: RP-HPLC-Chromatogramm (λ = 280 nm) zur Bestimmung von α-FM-Gly (1), α-FM-Ala 
(2), α-FM-GABA (3) und Furosin (4) im Hydrolysat einer kommerziellen getrockneten 
Karottenprobe. Die Referenzsubstanzen sind in grau dargestellt. Die Massenspektren zeigen das 
jeweils charakteristische Molekülion [M+H]+ (Referenz oben, Probe unten). 
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Abb. 20: RP-HPLC-Chromatogramm (λ = 280 nm) zur Bestimmung von α-FM-Val (5), α-FM-Ile (6) 
und α-FM-Leu (7) im Hydrolysat einer kommerziellen getrockneten Karottenprobe. Die 
Referenzsubstanzen sind in grau dargestellt. Die Massenspektren zeigen das jeweils charakteristische 
Molekülion [M+H]+ (Referenz oben, Probe unten). 
 
Jedoch können anhand der FMAS-Gehalte in den Proben noch keine Aussagen zu den 
AP-Gehalten getroffen werden, da deren Umsatzrate zur FMAS stark von der jeweiligen 
Aminosäure abhängt. Aus diesem Grund wurden die Umsatzraten für alle in den 
Karottenproben nachgewiesenen FMAS ermittelt und die daraus resultierenden 
Überführungsfaktoren berechnet. Diese sind in Kapitel 3.6.9.3 tabellarisch aufgeführt, wobei 
die Umsetzung von Nε-Fructosyllysin bereits von Krause et al. (2003) untersucht wurde. 
Durch Multiplikation der molaren FMAS-Gehalte mit dem jeweiligen Faktor (für die 
Umsetzung in 8 N Salzsäure) wurden die molaren AP-Gehalte ermittelt. (Krause et al., 2003) 
Hierbei ist jedoch anzumerken, dass die so berechneten AP-Gehalte durchaus fehlerbehaftet 
sind, denn es wird davon ausgegangen, dass die chromatographisch bestimmten FMAS 
ausschließlich aus den jeweiligen Fructosylderivaten gebildet wurden. Jedoch können in 
komplexen Matrizes wie Karotten durchaus Derivate mit anderen reduzierenden Zuckern 
gebildet werden, die möglicherweise ein anderes Verhalten bei der Säurehydrolyse zeigen. 
Alabran & Mabrouk (1973) untersuchten die Zuckerzusammensetzung roher Karotten der 
Varietät „Imperator“, wobei neben Saccharose, Glucose und Fructose in freier Form 
verschiedene Phosphate bestimmt wurden, deren Hydrolyseverhalten nicht bekannt ist. Auch 
konnten 4,4 % der vorhandenen Zucker nicht identifiziert werden. Hierbei könnte es sich um 
andere Mono- und Disaccharide oder auch höhere Oligosaccharide handeln (Alabran & 
Mabrouk, 1973).  
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Pyrralin 
Das Glykierungsprodukt Pyrralin wurde nach enzymatischer Hydrolyse mittels RP-HPLC 
bestimmt. Anhand eines im Arbeitskreis synthetisierten Pyrralin-Standards erfolgte die 
Identifizierung über Retentionszeitvergleich und Cochromatographie. Zusätzlich wurde das 
charakteristische UV-Spektrum mit einem Absorptionsmaximum bei 297 nm herangezogen. 
Abb. 21 zeigt das repräsentative Chromatogramm einer getrockneten Karottenprobe und des 
Standards sowie das UV-Spektrum. Die Nachweisgrenze der Methode wurde für 
Karottenproben auf 30 mg/kg Protein geschätzt. 
 
 
Abb. 21: RP-HPLC-Chromatogramm (λ = 297 nm) zur Bestimmung von Pyrralin in einer 
kommerziellen getrockneten Karottenprobe. Die Referenzsubstanz ist in grau dargestellt. Die 
UV-Spektren zeigen das charakteristische Absorptionsmaximum. 
 
Das hier angewandte Verfahren wurde ursprünglich für die Totalhydrolyse von 
Milchproteinen entwickelt (Henle et al., 1991a). Mitunter ist es möglich, dass abhängig von 
der Beschaffenheit der Proteine die enzymatische Hydrolyse nicht vollständig abläuft. 
Insbesondere große hydrophobe Bereiche sind schwer angreifbar für die eingesetzten Enzyme 
und limitieren die Proteolyse und damit auch die Freisetzung gebundener MRP. Aus diesem 
Grund wurde an ausgewählten Proben ein Vergleich zwischen saurer und enzymatischer 
Hydrolyse angestellt. Der Hydrolysegrad für die einzelnen Aminosäuren ergab sich aus dem 
Verhältnis des Gehaltes nach enzymatischer Hydrolyse zum Gehalt nach Säurehydrolyse 
unter der Annahme, dass letztere vollständig abläuft. Hierbei wurden in den Karottenproben 
für die hydrophoben Aminosäuren (u. a. Alanin, Valin, Isoleucin, Leucin und Phenylalanin) 
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Proteolysegrade zwischen 90 und 110 % ermittelt. Daher kann davon ausgegangen werden, 
dass die enzymatische Hydrolyse und damit auch die Freisetzung des Pyrralins vollständig ist. 
Für Lysin wurden jedoch deutlich geringere Werte zwischen 70 und 80 % verzeichnet. Diese 
scheinbar geringere Freisetzungsrate kann durch das Vorhandensein verschiedener 
säurelabiler Derivate erklärt werden. Beispielsweise werden Isopeptide bei der 
Säurehydrolyse gespalten und täuschen damit einen höheren Gehalt an freiem Lysin vor, 
während sie die enzymatische Hydrolyse überstehen (Belitz et al., 2001). Auch das 
Amadori-Produkt des Lysins wird im Sauren anteilig zur freien Aminosäure umgesetzt 
(Krause et al., 2003). 
 
Nε-Carboxymethyllysin (CML) 
Das AGE Nε-Carboxymethyllysin (CML) wurde nach Säurehydrolyse und Derivatisierung 
zum Trifluoracetylmethylester mittels GC/MS bestimmt (Dunn et al., 1991). Das 
Chromatogramm einer getrockneten Karottenprobe ist in Abb. 22 dargestellt. Die 
Nachweisgrenze wurde auf 40 mg/kg Protein geschätzt. 
 
 
Abb. 22: GC/MS-Chromatogramm zur Bestimmung von CML in einer kommerziellen getrockneten 
Karottenprobe, dargestellt als Totalionenstrom. Die Massenspur bei m/z = 351 wurde zur Bestimmung 
des internen Standards Nε-Carboxymethylornithin (CMO) und die Massenspur bei m/z = 392 zur 
Bestimmung des CML verwendet. 
 
Es ist bekannt, dass es während der Säurehydrolyse zur Neubildung von CML aus 
vorhandenem Nε-Fructosyllysin kommt (Dunn et al., 1991; Hartkopf et al., 1994). Zur 
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Vermeidung der hierfür verantwortlichen oxidativen Bedingungen wurden die Ansätze vor 
der Hydrolyse mit Stickstoff überspült. Ein Vergleich mit enzymatischen Hydrolysaten 
gleicher Proben zeigte, dass in den sauren Hydrolysaten keine wesentlich höheren Gehalte an 
CML gemessen wurden und somit eine Überschätzung der CML-Gehalte ausgeschlossen 
werden kann. Nach Krause et al. (2003) beläuft sich die Neubildung des CML bei den 
verwendeten Hydrolysebedingungen auf 1,6 %. Da die CML-Gehalte in den Karottenproben 
ohnehin nahe der Nachweisgrenze liegen, fällt diese Neubildung kaum ins Gewicht. 
 
Pentosidin 
Das Quervernetzungsprodukt Pentosidin wurde nach Säurehydrolyse mittels 
Ionenaustauschchromatographie (IEC) und Fluoreszenzdetektion bestimmt (Henle et al., 
1997). Die Identifizierung erfolgte durch Retentionszeitvergleich mit einem Pentosidin-
Standard sowie Cochromatographie. Abb. 23 zeigt das Chromatogramm einer getrockneten 
Karottenprobe und des Standards. Die Nachweisgrenze der Methode wurde auf 3 mg/kg 
Protein abgeschätzt. 
 
 
Abb. 23: IEC-Chromatogramm (λex/em = 335/385 nm) zur Bestimmung von Pentosidin in einer 
kommerziellen getrockneten Karottenprobe. Die Referenzsubstanz ist in grau dargestellt. 
 
Berechnung der Aminosäuremodifizierung 
Neben der Angabe der MRP-Gehalte in mg/kg Protein, welche für den Vergleich mit 
Literaturwerten wichtig ist, wurden die Derivate in der vorliegenden Arbeit zusätzlich in 
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mmol/mol Aminosäure umgerechnet. Diese Einheit gibt die Aminosäuremodifizierung an und 
lässt einen direkten Vergleich zwischen den einzelnen MRP zu. Als Bezugsgröße gilt dabei 
der Gesamtgehalt der jeweiligen Aminosäure, der sich aus unmodifizierter und modifizierter 
Aminosäure zusammensetzt. Der modifizierte Anteil ergibt sich wiederum aus der Summe der 
jeweiligen Derivate, also bei Lysin des APs sowie der AGEs Pyrralin, CML und Pentosidin. 
Für alle übrigen Aminosäuren wurde nur das AP bestimmt. Die unmodifizierten Aminosäuren 
wurden mittels Aminosäureanalyse nach Säurehydrolyse ermittelt, wobei zu bedenken ist, 
dass es hierbei zu deren Rückbildung aus den AP kommt. Dieser Anteil wurde mittels 
Division des jeweiligen molaren AP-Gehaltes durch den entsprechenden Überführungsfaktor 
(in 6 N Salzsäure, siehe Kapitel 3.6.9.3) erhalten. Die gemessenen Aminosäuregehalte wurden 
um diesen Anteil korrigiert. Bei den durchgeführten Erhitzungsexperimenten konnte hingegen 
als Bezugsgröße direkt der jeweilige Aminosäuregehalt im unerhitzten Produkt (Saft oder 
ganze Karotten) verwendet werden. 
 
 
4.1.2 Kommerzielle Karottenprodukte 
 
4.1.2.1 Ausmaß der Maillard-Reaktion 
 
Um einen Überblick über das Ausmaß der Maillard-Reaktion in hitzebehandelten Karotten zu 
erhalten, wurden zunächst verschiedene kommerziell erhältliche Karottenprodukte (rohe 
Karotten, Säfte, Breie, Konserven, Rohkostsalat sowie getrocknete Karotten) untersucht. 
Die Gehalte der verschiedenen FMAS nach Säurehydrolyse sowie der AGEs, bezogen auf den 
Proteingehalt, sind in Tab. 35 dargestellt. Diese Daten sagen wenig über das Ausmaß der 
Aminosäureblockierung aus und lassen auch keinen Vergleich zwischen den verschiedenen 
Aminosäurederivaten zu, wie bereits in Kapitel 4.1.1 diskutiert wurde. Jedoch ist die Einheit 
mg/kg Protein in der Literatur üblich. Soria et al. (2009) untersuchten getrocknete Karotten 
auf deren FMAS-Gehalte, wobei um den Faktor 3 bis 6 geringere Werte ermittelt wurden als 
in der vorliegenden Arbeit (3,6 bis 4,2 g Furosin, 1,3 bis 1,5 g α-FM-Ala und 1,5 bis 3,1 g  
α-FM-GABA pro kg Protein). Daten zu FMAS in anderen Karottenprodukten wurden bisher 
nicht publiziert. Sanz et al. (2000) beschäftigten sich mit verschiedenen Tomatenprodukten, 
wobei Tomatensaft mit seinem Gehalt an Furosin (0,8 g/kg Protein) in der gleichen 
Größenordnung wie die hier untersuchten Karottensäfte liegt. Tomatenmark hingegen weist 
mit 2,6 g Furosin und 5,8 g α-FM-GABA pro 100 g Protein wesentlich höhere Gehalte an 
FMAS auf als Karottenbreie, was durch die unterschiedlichen Herstellungsprozeduren bedingt 
ist (Sanz et al., 2000). 
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Tab. 35: Gehalte der verschiedenen FMAS nach standardisierter Säurehydrolyse sowie AGEs in 
kommerziellen Karottenprodukten in mg/kg Protein. Die Daten in Klammern sind einer Saftprobe mit 
Honigzusatz zuzuordnen. n. n. – nicht nachweisbar 
 Rohkost-
salate 
Karottensäfte Karottenbreie Konserven getrocknete 
Karotten 
Probenanzahl 1 5 4 2 2 
FMAS      
Furosin 297 295 – 1077  
(1736) 
287 – 578 1272 – 1553 15408 – 15529 
α-FM-Ala n. n. 76 – 197 (257) 47 – 104 n. n. – 50 6979 – 11368 
α-FM-GABA n. n. 73 – 316 (436) 58 – 107 n. n. 6912 – 9123 
α-FM-Val n. n. 44 – 258 100 – 541 144 – 193 1505 – 2000 
α-FM-Leu n. n. 73 – 333 59 – 78 72 – 84 409 – 519 
α-FM-Ile n. n. n. n. – 35 n. n. – 114 n. n. – 49 572 – 866 
α-FM-Gly n. n. n. n. n. n. n. n. 408 – 480 
AGEs      
Pyrralin n. n. 67 – 134 51 – 96 n. n. – 158 375 – 378 
CML n. n. 51 – 132 49 – 89 n. n. – 47 65 – 87 
Pentosidin n. n. n. n. – 8,4 13,2 – 26,3 10,9 – 13,7 3,4 – 4,8 
 
Um die Blockierung der verschiedenen Aminosäuren miteinander vergleichen zu können, 
wurden die FMAS- und AGE-Gehalte, wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben, auf mmol/mol 
Aminosäure umgerechnet. Abb. 24 zeigt diese Gehalte in den kommerziellen Karottenproben. 
In rohen Karotten waren keinerlei MRP nachweisbar, und auch in der Rohkostsalat-Probe lag 
lediglich 1 % des Lysins als ε-Fru-Lys vor (d. h. 10 mmol/mol Lysin), weswegen diese 
Proben in der Abbildung nicht gezeigt werden. Die Gehalte in den verschiedenen 
Produktgruppen sind als Boxplots dargestellt. Das Rechteck, die sog. Box, entspricht hierbei 
dem Bereich, in dem die mittleren 50 % der Daten liegen, d. h. es wird durch das 25. und 75. 
Perzentil begrenzt. Der durchgehende waagerechte Strich in der Box kennzeichnet den 
Median und das kleine Quadrat den Mittelwert. Durch die senkrechten Linien, die sog. 
Antennen oder Whisker, werden die außerhalb der Box liegenden Daten dargestellt. Diese 
werden durch das 5. und 95. Perzentil begrenzt, so dass 90 % der Daten innerhalb der 
Whisker liegen. Die Kreuze geben das 1. und 99. Perzentil an und die waagerechten Striche 
das Minimum und Maximum, also die Spannweite der Daten. 
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Abb. 24: Gehalte der verschiedenen FMAS und AGEs in kommerziellen Karottenprodukten in 
mmol/mol Aminosäure, dargestellt als Boxplots 
Angesichts der Abb. 24 werden z. T. erhebliche Unterschiede in den MRP-Gehalten zwischen 
den einzelnen Produktgruppen deutlich. In den Karottensäften waren 4,1 bis 5,2 % des Lysins 
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durch ε-Fru-Lys blockiert, während zwei Proben sichtlich abwichen. Ein Saft, dem 
Zitronensaft zugesetzt wurde, zeigte eine Blockierung von nur 2,2 %. Im Allgemeinen trägt 
ein niedriger pH-Wert zur Konservierung von Lebensmitteln bei, so dass vermutlich bei 
dieser Probe eine mildere Hitzebehandlung erfolgt ist. Bei der zweiten abweichenden 
Saftprobe mit einer Lysinblockierung von 8,4 % durch ε-Fru-Lys handelte es sich um einen 
Saft mit 3 % Honig. Dieser besteht zu ca. 60 % aus reduzierenden Zuckern und bringt 
zusätzliche Reaktionspartner zur Glykierung ein. Derart deutliche Gehaltsunterschiede waren 
jedoch nur für ε-Fru-Lys zu beobachten, während sich die Saftproben in ihren Gehalten der 
anderen AP nicht wesentlich unterschieden.  
 
Es ist ersichtlich, dass neben ε-Fru-Lys auch α-Fructosylderivate zahlreicher Aminosäuren in 
den Karottensäften eine Rolle spielen. Vor allem α-Fru-GABA bewirkte eine ähnlich hohe 
Aminosäureblockierung. Niedrigere Modifizierungsraten bis 2 % wurden für Alanin, Valin 
und Leucin bestimmt, während α-FM-Ile mit bis zu 0,4 % nur eine geringe Rolle spielte. Die 
Lysinblockierung durch die fortgeschrittenen Produkte Pyrralin, CML und Pentosidin war 
sehr niedrig. 
Geringere MRP-Gehalte als in den Säften wurden in den Karottenbreien ermittelt. Die 
Lysinblockierung durch das AP betrug beispielsweise nur ca. 2 %. Die Herstellung von 
Karottensäften beinhaltet mehrere Erhitzungsschritte, im Wesentlichen Dampfschälen, 
Blanchieren bei ca. 55 °C, Erhitzung der Maische bei 70 ‒ 75 °C, gefolgt von einer 
Pasteurisation. Die Intensität der Hitzebehandlung bei der Breiherstellung ist vermutlich 
vergleichbar, so dass wahrscheinlich die geringeren Gehalte durch den Zusatz von Wasser 
erklärbar sind. 
In den Konserven wurden vergleichbare bis leicht geringere MRP-Gehalte als in den Säften 
beobachtet. Die Lysinblockierung durch ε-Fru-Lys lag beispielsweise zwischen 3,3 und 
4,7 %. Konserven sind durch eine lange Haltbarkeit gekennzeichnet und werden dazu einem 
Sterilisationsprozess unterzogen. Dies geschieht über eine kurzzeitige Erhitzung auf 
Temperaturen > 100 °C, was offensichtlich schonender im Hinblick auf die 
Aminosäuremodifizierung ist als der mehrstufige Erhitzungsprozess zur Saftherstellung. 
Die Gehalte der AP in den getrockneten Karottenproben waren bis zu 40-fach höher als in den 
Säften. Besonders hohe Blockierungsraten von 94 bis 100 % wurden für GABA bestimmt, die 
ausschließlich in freier Form vorkommt. Auch Lysin und Alanin wiesen Modifizierungsraten 
bis ca. 60 % auf. Das AP des Glycins war ausschließlich in getrockneten Karotten 
nachweisbar, weswegen es in Abb. 24 nicht aufgeführt ist. Die Glycinblockierung belief sich 
auf 10 %. Im Gegensatz dazu waren in den getrockneten Proben nur geringfügig höhere 
AGE-Gehalte als in den weniger drastisch erhitzten Proben zu verzeichnen. Pyrralin bewirkte 
dabei Lysinblockierungen bis 0,6 % und CML nur bis 0,2 %. Somit kann an dieser Stelle 
festgehalten werden, dass in hitzebehandelten Karotten insbesondere die frühe Phase der 
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Maillard-Reaktion eine wichtige Rolle spielt, während die fortgeschrittene Phase kaum von 
Bedeutung ist. 
 
Das Nε-gebundene AP des Lysins sowie die untersuchten AGEs entstehen v. a. an 
Seitenketten proteingebundenen Lysins. Eine Modifizierung der ε-Aminogruppe von frei bzw. 
N-terminal vorliegendem Lysin ist prinzipiell auch denkbar, spielt jedoch aufgrund des 
niedrigen Gehaltes an freiem Lysin (2 bis 10 % des Gesamtlysins) in Karotten keine große 
Rolle. Eine Abschätzung des Anteils an freien Aminosäuren erfolgte mittels 
Größenausschlussfiltration. Hingegen ist eine Modifizierung der übrigen Aminosäuren zu 
Nα-Fructosylderivaten ausschließlich möglich, wenn sie frei oder N-terminal vorliegen. Da 
Karotten generell reich an freien Aminosäuren sind, ist dieser Reaktionsweg sehr 
wahrscheinlich. Alanin liegt bis zu 97 % frei vor, was die hohe Blockierungsrate erklärt. Der 
Anteil freien Valins beträgt in den Proben bis zu 64 %, geringere Anteile bis 54 % bzw. 33 % 
wurden für Isoleucin bzw. Leucin ermittelt. Der vergleichsweise niedrige Anteil an freiem 
Glycin von maximal 8 % bietet eine mögliche Erklärung der geringen Glycinmodifizierung. 
Bei γ-Aminobuttersäure (GABA) handelt es sich um eine nicht-proteinogene Aminosäure, die 
posttranslational durch Decarboxylierung aus Glutaminsäure gebildet wird und ausschließlich 
in freier Form vorliegt (Shelp et al., 1999), weswegen Blockierungsraten bis 100 % möglich 
sind. 
 
 
4.1.2.2 Gehalte des Allergens Dau c 1 
 
Das Protein Dau c 1 stellt das Hauptallergen in Karotten dar und ist den Homologen des 
Birkenpollenallergens Bet v 1 zuzuordnen (Hoffmann-Sommergruber et al., 1999; Ballmer-
Weber et al., 2001; Ballmer-Weber et al., 2005). Bohle et al. (2006) konnten feststellen, dass 
es bei der Hitzebehandlung zu einer irreversiblen Denaturierung des Allergens kommt, 
wodurch dieses von spezifischen Antikörpern nicht mehr erkannt wird. Um die Senkung des 
Gehaltes an IgE-reaktivem Dau c 1 zu dokumentieren, wurden zunächst die kommerziellen 
Karottenprodukte sowie rohe Karotten unterschiedlicher Varietäten mittels ELISA auf ihre 
Allergengehalte untersucht. Dabei wurden die beiden Isoformen Dau c 1.0104 und 
Dau c 1.0201 betrachtet. Die ermittelten Gehalte sind in Tab. 36 dargestellt. 
Anhand der Tab. 36 ist ersichtlich, dass die rohen Karotten mit Abstand die höchsten 
Allergengehalte aufwiesen, wobei schon zwischen den beiden untersuchten Varietäten starke 
Unterschiede bestehen, insbesondere hinsichtlich des Dau c 1.0104. Der Anteil der Isoform 
Dau c 1.0201 war generell wesentlich geringer. Dies steht in Einklang mit einer Studie von 
Bollen et al. (2007), die sich mit der Isoformenzusammensetzung von natürlichem, aus 
Karotten isoliertem Dau c 1 befassten. Dau c 1.0104 erwies sich dabei als dominierende 
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Isoform. Fötisch et al. (2011) untersuchten den Gehalt an Dau c 1 in zwei Proben roher 
Karotten der Varietät „Füllhorn“, wobei Dau c 1.0104 zu 467 bzw. 559 µg/100 g Probe und 
Dau c 1.0201 zu 68 bzw. 263 µg/100 g Probe enthalten war. Die hier untersuchte rohe 
Karottenprobe derselben Varietät wies etwas geringere Gehalte auf. Folglich sind schon bei 
Karotten derselben Varietät erhebliche Unterschiede im Allergengehalt feststellbar. 
 
Tab. 36: Gehalte der Isoformen Dau c 1.0104 und Dau c 1.0202 in rohen Karotten sowie ausgewählten 
kommerziellen Karottenprodukten 
 Gehalt an Dau c 1.0104 
[µg/100 g] 
Gehalt an Dau c 1.0201 
[µg/100 g] 
Karotte roh, Varietät „Füllhorn“ 414 48,2 
Karotte roh, Varietät „Rotin GS“ 1135 42,4 
Saft 1 0,38 3,04 
Saft 2 0,38 0,48 
Saft 3 0,19 1,71 
Brei 1 0,76 0,57 
Brei 2 0,57 0,38 
Brei 3 0,76 1,14 
Konserve 1 2,86 2,48 
Konserve 2 1,80 1,40 
getrocknet 1 56,3 93,8 
getrocknet 2 71,4 129 
 
In den hitzebehandelten Proben waren die Allergengehalte wesentlich geringer. Hierbei ist 
anzumerken, dass abgesehen von den getrockneten Karotten alle Produkte ähnliche 
Proteingehalte aufweisen, so dass diese gut miteinander vergleichbar sind. In den 
Trockenprodukten ist der Proteingehalt ca. 10-fach höher, wodurch sich die scheinbar hohen 
Allergengehalte relativieren. Es fällt auf, dass in den thermisch behandelten Proben die 
Gehalte des Dau c 1.0201 vergleichbar oder sogar höher als Dau c 1.0104 waren, während 
letztere Isoform in rohen Karotten deutlich überwiegt. Es ist nicht bekannt, welche 
Karottenvarietäten für die einzelnen kommerziellen Produkte verwendet wurden und in 
welchen Gehalten die einzelnen Isoformen in den Rohwaren vorhanden waren. Es ist jedoch 
davon auszugehen, dass Dau c 1.0104 generell die dominierende Isoform darstellt (Bollen et 
al., 2007). Das beobachtete Phänomen könnte möglicherweise durch eine höhere 
Hitzestabilität des Dau c 1.0201 erklärt werden. Es ist bekannt, dass Dau c 1.0104 und 
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Dau c 1.0201 nur zu 50 % identisch sind (Ballmer-Weber et al., 2005), wodurch ein 
unterschiedliches Denaturierungsverhalten durchaus denkbar ist. 
 
 
4.1.3 Erhitzungsexperimente 
 
Anhand der Untersuchung kommerziell erhältlicher Karottenprodukte konnte gezeigt werden, 
dass in hitzebehandelten Produkten z. T. hohe Gehalte an MRP vorhanden sind, wobei 
besonders AP verschiedener Aminosäuren eine wichtige Rolle spielen. Infolge dieser 
Ergebnisse galt es zu untersuchen, ob die Bildung bestimmter MRP mit der Senkung des 
allergenen Potentials korreliert. Hierzu wurden Karotten der gleichen Varietät („Laguna“) und 
Charge verschiedenen Erhitzungsexperimenten unterzogen und die infolgedessen gebildeten 
MRP sowie Dau c 1 quantifiziert. Als Erhitzungsverfahren wurden die Hitzebehandlung von 
Karottensaft sowie die Trocknung von Karottenscheiben ausgewähltiv. (Hüttl, 2009) 
 
 
4.1.3.1 Maillard-Reaktionsprodukte 
 
Safterhitzung 
Um das Ausmaß der Maillard-Reaktion während der Safterhitzung zu untersuchen, wurde 
frischgepresster Saft aus Karotten der Varietät „Laguna“ bei 90 bis 120 °C für 10 bis 30 min 
behandelt. In den erhaltenen Proben waren von den untersuchten AP nur ε-Fru-Lys, 
α-Fru-GABA und α-Fru-Val nachweisbar, wobei deren Gehalte mit steigender Temperatur 
und längerer Erhitzungszeit anstiegen. Nach der Behandlung bei 120 °C für 30 min wurde 
ε-Fru-Lys zu 18,1 mmol/mol Lysin, α-Fru-GABA zu 5,3 mmol/mol GABA und α-Fru-Val zu 
4,7 mmol/mol Valin bestimmt. Hinsichtlich der Produkte der fortgeschrittenen Phase war 
CML in den Proben nicht nachweisbar und der Pyrralingehalt in der am stärksten erhitzten 
Probe belief sich auf 3,5 mmol/mol Lysin. Das Quervernetzungsprodukt Pentosidin konnte 
zwar nachgewiesen werden, war jedoch in sehr geringen Mengen vorhanden, wobei 
zahlreiche Peaks von Matrixbestandteilen eine exakte Quantifizierung unmöglich machten. 
Der Gehalt wurde auf 0,1 mmol/mol Lysin geschätzt. Mit einer Gesamtmodifizierung des 
Lysins von ca. 2 % bzw. des Valins und der γ-Aminobuttersäure von jeweils 0,5 % ist das 
Ausmaß der Glykierung während der Karottensafterhitzung insgesamt gering. 
Im Vergleich zum am stärksten erhitzten Saft dieser Modellversuche wiesen die kommerziell 
erhältlichen Karottensäfte drei- bis fünffach höhere Gehalte an MRP auf. Dies ist 
                                                 
iv
 Die Daten zu den Erhitzungsexperimenten wurden im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von 
Christine Hüttl (2009) erarbeitet. 
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wahrscheinlich auf erhebliche Unterschiede in der Temperaturführung zwischen den 
durchgeführten Experimenten und der industriellen Saftherstellung zurückzuführen. Während 
es sich bei den stark vereinfachten Modellversuchen um einstufige Erhitzungen handelte, sind 
bei der industriellen Verarbeitung mehrere Erhitzungsschritte üblich. So werden die Karotten 
zunächst dampfgeschält, blanchiert (5 bis 15 min im siedenden Wasser) und zerkleinert. Die 
Maische wird zur Erhöhung der Saftausbeute erwärmt (> 70 °C) und der Saft durch 
Zentrifugation oder Pressen abgetrennt. Schließlich erfolgt eine Haltbarmachung des 
gewonnenen Saftes entweder durch Kurzzeit-Hocherhitzung bei mind. 118 °C oder nach 
Ansäuerung auf pH ≤ 4,2 durch Pasteurisation (80 bis 100 °C) (Acker et al., 1968; Herrmann, 
1969). Jeder dieser Schritte trägt zur Bildung von MRP bei, so dass die kommerziellen Säfte 
stärker glykiert sind als die Modellsäfte. 
Neben den orangefarbenen Karotten sind im Handel vereinzelt auch andersfarbige Möhren zu 
finden. Aus diesem Grund wurden gelbe (Creme de Lite®) und violette Karotten (Beta 
SweetTM) in die Untersuchungen einbezogen. Der frischgepresste Saft wurde exemplarisch bei 
90 °C für 10 und 20 min erhitzt. Dabei zeigten die Säfte der gelben Möhren ein 
vergleichbares Ausmaß der Maillard-Reaktion wie die orangefarbenen, während die Gehalte 
der MRP in den violetten Säften bei gleicher Temperatur etwas niedriger waren. 
 
Trocknung 
Zur Untersuchung der Glykierung während der Trocknung wurden Scheiben frischer Karotten 
der Varietät „Laguna“ bei 70 bis 90 °C für 0,5 bis 5 h getrocknet. In den erhaltenen Proben 
war die Lysinmodifizierung durch Produkte der fortgeschrittenen Glykierungsphase 
vernachlässigbar gering. Während sowohl Pyrralin als auch Pentosidin zwar nachweisbar, 
aber aufgrund der Coelution mit Matrixbestandteilen nicht eindeutig quantifizierbar waren, 
wurde die Bildung von CML erst bei 90 °C nach 2 h nachgewiesen. Nach 5 h war der Gehalt 
auf 131 mg/kg Protein angestiegen, was einer Lysinmodifizierung von 0,2 % entspricht. Im 
Gegensatz dazu wurden hohe Aminosäureblockierungsraten durch Fructosylderivate 
festgestellt. Dabei waren die AP aller Aminosäuren nachweisbar, die auch in den 
Handelsproben bestimmt werden konnten, wobei deren Gehalte mit steigender Temperatur 
und Trocknungsdauer anstiegen. Es zeigten sich jedoch z. T. erhebliche 
Reaktivitätsunterschiede zwischen den einzelnen Aminosäuren, wie die Abb. 25 deutlich 
macht. 
Abb. 25 (A) zeigt, dass bereits nach 5 h bei 70 °C eine Lysinblockierung von 28 % 
(280 mmol/mol Lysin) erreicht wurde, die sich auch bei höherer Temperatur nicht weiter 
erhöhte. Lediglich ein steilerer Anstieg war zu verzeichnen. Diese stagnierenden Gehalte 
werden durch die Weiterreaktion der Amadori-Verbindung zu Produkten der fortgeschrittenen 
Phase verursacht.  
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Abb. 25: Bildung verschiedener AP während der Trocknung von Karotten, angegeben als 
Aminosäureblockierung (mmol/mol AS) 
4 Ergebnisse und Diskussion 
- 116 - 
 
Die α-Fructosylderivate des Alanins (B) und des Glycins (C) ähneln sich in ihren 
Kurvenverläufen, wobei bei 70 °C jeweils nur geringe Gehalte zu verzeichnen waren. Bei 
80 °C und 90 °C stiegen die Gehalte deutlich an, wobei kaum Unterschiede zwischen diesen 
beiden Temperaturen vorlagen. Die maximale Alaninblockierung betrug dabei 28 %, während 
Glycin bei gleichen Bedingungen nur zu 7 % modifiziert wurde. Hinsichtlich α-Fru-GABA 
(D) und α-Fru-Val (E) waren bei 70 °C noch geringe Bildungsraten zu beobachten, die mit 
steigender Temperatur und längerer Trocknungsdauer kontinuierlich zunahmen. Daraus 
resultierten Aminosäuremodifizierungen bis 81 % für GABA und bis 36 % für Valin. 
Isoleucin (F) und Leucin (G) scheinen angesichts ihrer Bildungsverläufe in Abb. 25 
wesentlich unreaktiver als die übrigen Aminosäuren zu sein, denn bei 70 °C und 80 °C fand 
zunächst nur eine geringe Bildung statt, und erst bei 90 °C stiegen die Gehalte deutlich an. 
Dabei wurden Blockierungsraten bis 17 % für Isoleucin und bis 7 % für Leucin erreicht. 
Während Lysin sowohl in freier als auch in proteingebundener Form Reaktionen mit Zucker 
eingehen kann, müssen alle anderen Aminosäuren frei oder N-terminal vorliegen, um die 
entsprechenden AP bilden zu können. Somit ist der Gehalt der jeweiligen freien Aminosäuren 
als limitierend anzusehen. Unter der Annahme, dass die bestimmten AP vollständig aus frei 
vorliegenden Aminosäuren resultieren, wurden die Modifizierungsraten bezogen auf die 
freien Aminosäuren berechnet. Die Ergebnisse zeigen, dass 75 % des freien Alanins, 62 % des 
freien Valins, 24 % des freien Leucins, 31 % des freien Isoleucins und 90 % des freien 
Glycins durch das entsprechende Amadori-Produkt modifiziert vorlagen. GABA kommt 
ausschließlich frei vor und wurde zu 81 % blockiert. Hieraus ergibt sich folgende 
Reaktivitäts-Rangliste: Gly > GABA > Ala > Val > Ile > Leu. 
Die Reaktivität von Aminosäuren wird durch den pKs-Wert der Aminogruppe beeinflusst. 
Diese muss deprotoniert vorliegen, um nucleophil an das Carbonyl-C-Atom eines 
reduzierenden Zuckers angreifen zu können. Die untersuchten Karotten wiesen einen 
pH-Wert von 6,2 auf, bei welchem Aminosäuren v. a. als Zwitterion mit protonierter 
Aminogruppe vorliegen. Je näher der pKs-Wert der Aminogruppe am realen pH-Wert liegt, 
desto höher ist der Anteil an deprotonierten Aminogruppen. Yamaguchi et al. (2009) 
untersuchten die Bräunung von erhitzten Ansätzen aus Lysin, Glycin und Alanin mit Glucose 
und beobachteten für Lysin die höchste Reaktivität, gefolgt von Glycin und Alanin. Sie 
begründeten dieses Phänomen mit den pKs-Werten der jeweiligen Aminogruppen, wobei die 
α-Aminogruppe des Lysins den niedrigsten Wert zeigt. Die ε-Aminogruppe des Lysins wäre 
demnach am unreaktivsten (Yamaguchi et al., 2009). Von allen hier untersuchten 
Aminosäuren weist das reaktive Glycin den niedrigsten pKs-Wert von 9,60 auf, jedoch besitzt 
die unreaktivste Aminosäure Leucin den gleichen Wert. Insgesamt sind die Unterschiede bei 
den betrachteten proteinogenen Aminosäuren nur unwesentlich, da deren pKs-Werte alle 
zwischen 9,6 und 9,7 liegen. Wesentlich basischer ist die Aminogruppe der 
γ−Aminobuttersäure mit einem pKs-Wert von 10,56 (Belitz et al., 2001). Demnach müsste 
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GABA eine wesentlich geringere Reaktivität aufweisen als die übrigen Aminosäuren. 
Tatsächlich steht sie diesbezüglich hinter Glycin an zweiter Stelle. Da jedoch die pKs-Werte 
aller untersuchten Aminosäuren weit entfernt vom tatsächlichen pH-Wert liegen, ist deren 
Einfluss auf die Reaktivität eher als gering einzuschätzen. 
Eine wesentlich wichtigere Rolle spielt sicher die Löslichkeit der einzelnen Aminosäuren, da 
diese offensichtlich mit deren Reaktivität einhergeht. Dabei weist Glycin mit der höchsten 
beobachteten Reaktivität die höchste Löslichkeit in Wasser (54,39 g/100 g bei 75 °C) auf, 
gefolgt von GABA und Alanin. Die hydrophoberen Aminosäuren zeigen entsprechend 
geringere Reaktionsraten, wobei Leucin am schlechtesten löslich ist (3,82 g/100 g bei 75 °C) 
(Belitz et al., 2001). Es ist zu vermuten, dass gerade diese verzweigtkettigen hydrophoben 
Aminosäuren in den Zellen mit hydrophoben Bestandteilen, wie Membranen, wechselwirken 
bzw. micellare Strukturen bilden, wodurch sie für reduzierende Zucker schwerer zugänglich 
sind. 
 
Im Vergleich zu den untersuchten kommerziellen Trockenkarotten fallen Unterschiede im 
Ausmaß der Aminosäuremodifizierung durch die untersuchten AP auf. So sind die 
Modifizierungsraten der hydrophilen Aminosäuren (Lysin, Alanin, γ-Aminobuttersäure und 
Glycin) im Trocknungsexperiment geringer, die der hydrophoben Aminosäuren (Valin, 
Leucin und Isoleucin) jedoch höher. Eine Ursache hierfür ist im Anteil der entsprechenden 
frei vorliegenden Aminosäuren zu sehen, welcher den limitierenden Faktor für die 
Modifizierung darstellt. Auch sortenabhängige Unterschiede in Gehalt und Zusammensetzung 
der reduzierenden Zucker sind als Erklärung in Betracht zu ziehen. 
Auch Soria et al. (2009) führten Erhitzungsexperimente mit Karotten durch, die jedoch 
stärker an die industrielle Herstellung angelehnt waren als die hier durchgeführten kinetischen 
Studien. Dabei wurden die rohen Karotten zunächst dampfblanchiert und anschließend drei 
Trocknungsschritten mit unterschiedlichen Temperaturen unterzogen. Nach dem ersten und 
zweiten Schritt waren zunächst ansteigende Gehalte der untersuchten FMAS bis zu 12,5 g 
Furosin, 9,2 g α-FM-GABA und 11,8 g α-FM-Ala je kg Protein zu verzeichnen. Im finalen 
Trocknungsschritt wurden Abnahmen der Gehalte zwischen 34 und 48 % beobachtet, die auf 
Weiterreaktionen der AP zu stabilen Endprodukten zurückzuführen sind (Soria et al., 2009). 
Derart starke Abnahmen in den Gehalten fanden im Erhitzungsexperiment der vorliegenden 
Arbeit nicht statt. Es waren nur stagnierende oder leicht fallende Werte zu beobachten. 
 
Auch für die Trocknungsexperimente wurden die orangefarbenen Karotten mit gelben und 
violetten Möhren verglichen. Abb. 26 zeigt die Bildung ausgewählter AP während der 
Trocknung bei 90 °C. Es fällt auf, dass die Gehalte aller untersuchten AP in den gelben 
Karotten um das 2,5- bis 5,8-fache geringer sind als in den orangefarbenen. Dagegen 
verhalten sich die Aminosäuren in den violetten Möhren sehr unterschiedlich. Während die 
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Modifizierung von Lysin, Glycin und GABA geringer ist als in den orangefarbenen Karotten, 
ist der Gehalt an α-Fru-Ala höher. Besonders auffällig ist die Bildung von Pyrralin in den 
violetten Karotten. Dieses AGE ist in orangefarbenen Karotten nur in Spuren vorhanden und 
nicht quantifizierbar, während in den violetten Karotten nach 5 h bei 90 °C ein Gehalt von 
2,4 g/kg Protein bestimmt wurde, was einer Lysinmodifizierung von 3,3 % entspricht. 
 
Abb. 26: Bildung verschiedener AP während der Trocknung von orangefarbenen, gelben und violetten 
Karotten bei 90 °C, angegeben als Aminosäureblockierung (mmol/mol AS) und dargestellt in den 
entsprechenden Farben 
 
Auf das Ausmaß der Glykierung haben verschiedene Faktoren einen Einfluss. Zum einen ist 
der Gehalt an reduzierenden Zuckern und Protein bzw. das Verhältnis daraus von Bedeutung. 
Da zur Bildung der α-Fructosylaminosäuren der Gehalt an freien Aminosäuren limitierend ist, 
kann der Gehalt an Nichtproteinstickstoff (NPN) mit herangezogen werden. Zum anderen 
spielt der pH-Wert eine Rolle, da er den Anteil der deprotonierten Aminosäuren bestimmt, 
wie bereits hinsichtlich der orangefarbenen Karotten diskutiert wurde. Diese Daten sind in 
Tab. 37 aufgeführt. 
Je größer das Verhältnis von reduzierendem Zucker zum Gesamtstickstoff oder NPN ist, desto 
bevorzugter sollte die initiale Phase der Maillard-Reaktion ablaufen. Bei geringerem 
Zuckerüberschuss sollte dagegen die fortgeschrittene Phase an Bedeutung gewinnen. Von den 
drei untersuchten Karottensorten hatten die orangefarbenen sowohl den höchsten Gehalt an 
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reduzierenden Zuckern als auch den geringsten Gehalt an Gesamtstickstoff und NPN, so dass 
hier der größte Zuckerüberschuss vorlag. Dementsprechend waren größtenteils auch die 
Gehalte der AP am höchsten und AGEs spielten kaum eine Rolle. Die gelben Möhren 
enthielten weniger reduzierende Zucker und mehr Stickstoff sowie NPN, wodurch die 
geringeren Aminosäureblockierungen durch AP zu erklären sind. Die meist stagnierenden 
AP-Gehalte weisen auf Weiterreaktionen zu stabilen Endprodukten hin, wobei jedoch keine 
höheren AGE-Gehalte als in den orangefarbenen Karotten bestimmt werden konnten. Das 
Verhalten der violetten Karotten ist besonders auffällig. Diese wiesen bei weitem den 
niedrigsten Zuckerüberschuss auf, zeigten jedoch verglichen mit den orangefarbenen Möhren 
großteils vergleichbare oder sogar höhere AP-Gehalte. Der leicht höhere pH-Wert von 6,4 
kann dabei kaum einen Einfluss haben. Allerdings können durch den geringeren Gehalt an 
reduzierenden Zuckern die nach 5 h stagnierenden oder leicht sinkenden AP-Gehalte erklärt 
werden, und im Gegensatz zu den anderen Karottensorten spielt hier das Pyrralin als stabiles 
Endprodukt eine wesentliche Rolle. 
 
Tab. 37: pH-Wert, Gehalt an Gesamtstickstoff, Nichtproteinstickstoff (NPN) und reduzierenden 
Zuckern in orangefarbenen, gelben und violetten Karotten in g/100g 
(Mittelwert ± Standardabweichung), ermittelt als Dreifachbestimmung, und die daraus resultierenden 
Masseverhältnisse 
 orange gelb violett 
Gesamtstickstoff nach Kjeldahl [g/100 g] 0,103 ± 0,002 0,124 ± 0,002 0,117 ± 0,001 
NPN [g/100 g] 0,047 ± 0,004 0,057 ± 0,002 0,058 ± 0,001 
reduzierende Zucker [g/100 g] 3,10 ± 0,06 2,80 ± 0,02 1,97 ± 0,13 
reduzierende Zucker / Gesamtstickstoff 30 23 17 
reduzierende Zucker / NPN 66 49 34 
pH-Wert 6,2 ± 0,01 6,4 ± 0,03 6,4 ± 0,02 
 
Die Unterschiede zwischen den Karottensorten können also nicht allein durch das Verhältnis 
reduzierender Zucker zu Protein- bzw. Nichtproteinstickstoff erklärt werden. Es ist davon 
auszugehen, dass hier insbesondere die Zuckerzusammensetzung eine wesentliche Rolle 
spielt. Möglicherweise sind in den violetten Karotten besonders reaktive Minorzucker 
enthalten. 
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4.1.3.2 Gehalt an Dau c 1 
 
Die Senkung des Gehaltes an IgE-reaktivem Dau c 1 infolge der irreversiblen Denaturierung 
bei Hitzebehandlung wurde in ausgewählten Erhitzungsansätzen mittels ELISA untersucht, 
wobei neben den orangefarbenen auch die violetten und gelben Karotten betrachtet wurden. 
Die Allergengehalte in den frischen Möhren und den daraus gewonnenen Säften sind in 
Tab. 38 aufgeführt. Es wird ersichtlich, dass Dau c 1.0104 auch hier die dominierende 
Isoform darstellt, wie bereits von Bollen et al. (2007) publiziert wurde. Sowohl die 
orangefarbenen als auch die violetten Karotten lagen hinsichtlich ihres Dau c 1.0104-Gehaltes 
im gleichen Bereich wie die in Kapitel 4.1.2.2 beschriebenen frischen Karotten sowie die 
bereits publizierten Daten (Fötisch et al., 2011), während die gelben Karotten deutlich 
weniger Allergen enthielten. Die Gehalte an Dau c 1.0201 waren hingegen wesentlich 
geringer als bislang beschrieben. Während die in Kapitel 4.1.2.2 beschriebenen frischen 
Karotten Gehalte zwischen 42 und 48 µg/100 g aufwiesen, konnten Fötisch et al. (2011) sogar 
bis zu 263 µg/100 g messen. Weiterhin wird aus Tab. 38 ersichtlich, dass die frischen Säfte 
der orangefarbenen und violetten Karotten im Vergleich zu den ganzen Karotten deutlich 
reduzierte Allergengehalte aufwiesen. Dies lässt vermuten, dass sich ein großer Anteil des 
Dau c 1 in den festen Bestandteilen der Karotten befindet und bei der Saftgewinnung im 
Rückstand verbleibt, so dass das allergene Potential schon allein durch diesen mechanischen 
Verarbeitungsschritt reduziert werden kann. Allerdings konnte dieses Phänomen bei den 
gelben Karotten nicht beobachtet werden. Hier unterschied sich der Saft nicht von den 
gesamten Möhren. Möglicherweise ist das Dau c 1 in dieser Varietät anders verteilt, so dass es 
beim Entsaften vollständig in den Saft übergeht. 
 
Tab. 38: Gehalte der Isoformen Dau c 1.0104 und Dau c 1.0201 in frischen Karotten und daraus 
gewonnenen Säften in µg/100 g (Mittelwert ± Standardabweichung), ermittelt als 
Dreifachbestimmung 
 Karotte gesamt  Saft 
 Dau c 1.0104 Dau c 1.0201  Dau c 1.0104 Dau c 1.0201 
orange 660 ± 144 3,6 ± 0,3  84 ± 12 3,6 ± 0,2 
violett 800 ± 86 24,1 ± 3,8  246 ± 108 15,3 ± 4,4 
gelb 158 ± 25 2,2 ± 1,1  174 ± 23 3,1 ± 0,4 
 
Allgemein waren bei den Dau c 1-Gehalten große Schwankungsbreiten zu verzeichnen. Dies 
kann damit erklärt werden, dass das Allergen nicht homogen verteilt vorliegt. Zum einen sind 
Unterschiede in den Gehalten zwischen verschiedenen Karotten einer Charge zu vermuten. 
Aber auch innerhalb der Karotte sind unterschiedliche Gehalte zu erwarten. Homologe des 
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Birkenpollenallergens Bet v 1, so auch Dau c 1, werden aufgrund von Sequenzhomologien 
der Klasse 10 der sog. „pathogenesis-related proteins“ (PR-10) zugeordnet. In Pflanzen 
werden PR-Proteine infolge von Verletzungen oder Infektionen gebildet, z. B. bei Virus-, 
Bakterien- oder Pilzbefall (Breiteneder & Ebner, 2000). Es ist anzunehmen, dass solche 
„Abwehrstoffe“ nicht gleichmäßig über die gesamte Karotte verteilt vorkommen, sondern an 
besonders exponierten Stellen in erhöhtem Maße gebildet werden, wie etwa in bzw. unter der 
Schale oder an der Wurzelspitze. Aufgrund der geringen Probemenge zur Testdurchführung 
(0,2 bis 1 g) fallen solche Schwankungen stark ins Gewicht. 
Die Dau c 1.0104-Gehalte während der Trocknung, jeweils bezogen auf 100 g Protein, sind in 
Abb. 27 dargestellt. Während für die orangefarbenen Karotten die Allergenkonzentrationen 
bei verschiedenen Temperaturen (70 ‒ 90 °C) und Erhitzungszeiten (0,5 ‒ 3 h) dargestellt 
sind, wurden die violetten und gelben Karotten nur roh sowie nach 3 h bei 90 °C untersucht. 
Es ist ersichtlich, dass in orangefarbenen Karotten der Gehalt dieser Isoform mit längerer 
Erhitzungsdauer sowie steigender Temperatur kontinuierlich abnahm. Nach einer Trocknung 
bei 90 °C für 3 h waren nur noch 6 % des ursprünglichen Gehaltes vorhanden. Auch in den 
violetten und gelben Karotten fand eine deutliche Senkung auf ca. 10 % des Anfangsgehaltes 
statt. Die Gehalte der Isoform Dau c 1.0201 änderten sich hingegen kaum und sind daher hier 
nicht dargestellt. Bereits die Untersuchung der verschiedenen kommerziell erhältlichen 
Karottenprodukte (Kapitel 4.1.2.2) legte die Vermutung nahe, dass diese Isoform eine höhere 
Hitzestabilität als Dau c 1.0104 aufweist. Die Daten dieses Erhitzungsexperimentes 
bekräftigen diese Vermutung. Da beide Isoformen nur zu 50 % identisch sind, ist ein derart 
unterschiedliches Verhalten durchaus denkbar (Ballmer-Weber et al., 2005). 
 
 
Abb. 27: Gehalt der Isoform Dau c 1.0104 während der Trocknung von orangefarbenen, violetten und 
gelben Karotten in mg/100 g Protein, dargestellt in den entsprechenden Farben 
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Auch die Erhitzung von Karottensaft führte zur erheblichen Senkung des Gehaltes an 
Dau c 1.0104, wie Abb. 28 verdeutlicht. Die Säfte der violetten und gelben Möhren wurden 
roh sowie nach Erhitzung bei 90 °C für 10 min untersucht. Der orangefarbene Saft wurde 
zusätzlich nach 10 bzw. 20 min bei 110 °C betrachtet. Dabei wurde das Allergen in den 
gelben Karotten am schnellsten denaturiert, und nach einer Erhitzung bei 90 °C für 10 min 
waren nur noch 6 % des Ursprungsgehaltes vorhanden. In den orangefarbenden Möhren 
wurde der Gehalt unter gleichen Bedingungen nur auf 47 % reduziert, nach 20 min bei 110 °C 
waren hingegen nur noch 3 % vorhanden. Den langsamsten Abbau zeigten die violetten 
Karotten, in denen der Gehalt nach 10 min bei 90 °C lediglich auf 70 % sank. 
 
 
Abb. 28: Gehalt der Isoform Dau c 1.0104 während der Erhitzung von Säften orangefarbener, violetter 
und gelber Karotten in mg/100 g Protein, dargestellt in den entsprechenden Farben 
 
Bohle et al. (2006) untersuchten die Senkung der IgE-Reaktivität des Dau c 1 infolge der 
irreversiblen Denaturierung bei Hitzebehandlung. In dieser Studie wurde rekombinantes 
Dau c 1 bei 40 bis 100 °C bis zu 60 min erhitzt und im Anschluss die IgE-Bindung sowie die 
Mediatorfreisetzung gemessen. Während bis 60 °C die IgE-Bindung nicht beeinflusst wurde, 
zeigte sich bei 80 °C ab 15 min sowie bei 100 °C ab 5 min eine deutliche Reduktion. Ähnlich 
verhielt sich auch die Mediatorfreisetzung, die nach Erhitzung bei verschiedenen 
Temperaturen für je 30 min bestimmt wurde. So war erst bei 60 °C eine deutliche Reduktion 
zu verzeichnen, während bei 80 bzw. 100 °C keinerlei Mediatorfreisetzung mehr messbar war 
(Bohle et al., 2006). Im vorliegenden Erhitzungsexperiment war bereits bei 70 °C nach 
30 min eine deutliche Senkung des Gehaltes an IgE-reaktivem Dau c 1 sichtbar, was gut zu 
den Beobachtungen von Bohle et al. (2006) passt. Jedoch wäre zu erwarten gewesen, dass in 
der Karottenmatrix die Denaturierung im Vergleich zum isolierten Protein verzögert einsetzt. 
Diesbezüglich ist anzumerken, dass rekombinantes Dau c 1 nicht wie das natürliche Allergen 
 hauptsächlich aus der Isoform Dau
2007). Diese beiden Varianten sind zwar zu 
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Abb. 29: Zusammenhang zwischen der Senkung des Dau
Amadori-Produkten, bestimmt als FMAS, während der Trocknung von Karotten
 
 
4.1.4 Fazit 
 
Anhand der durchgeführten Studien konnte das Ausmaß der Glykierung während der 
Hitzebehandlung von Karotten beurteilt werden. Es wurde gezeigt, dass in Produkten mit 
hohem Wassergehalt die Aminosäuremodifizierung gering ist. So wiesen die untersuchten 
Karottensäfte, -breie und -konserven Blockierungsraten bis 5
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der Glykierung in getrockneten Karotten erheblich höher, wobei die frühe Phase der Maillard-
Reaktion von großer Bedeutung ist. Die Bildung von AGEs spielt keine wesentliche Rolle. In 
den durchgeführten Erhitzungsexperimenten wurden Lysinmodifizierungen durch 
ε-Fructosyllysin bis zu 28 % bestimmt, und auch die Fructosylderivate zahlreicher weiterer 
Aminosäuren (Alanin, Glycin, Valin, Leucin, Isoleucin und γ-Aminobuttersäure) wurden 
aufgrund des hohen Anteils an freien Aminosäuren in Karotten in beträchtlichen Mengen 
gefunden. Dabei zeigten Alanin und Valin ähnlich hohe Modifizierungsraten wie Lysin, 
während γ-Aminobuttersäure sogar bis zu 81 % blockiert vorlag. In kommerziell erhältlichen 
getrockneten Karotten wurden sogar noch höhere Blockierungsraten bestimmt. Es kann daher 
davon ausgegangen werden, dass in getrockneten Karotten einige Aminosäuren großteils als 
Amadori-Produkt vorliegen. Über die physiologischen Konsequenzen kann bisher nur 
spekuliert werden. Hellwig (2011) untersuchte die Wechselwirkungen verschiedener MRP mit 
intestinalen Transportsystemen und konnte zeigen, dass ε-Fructosyllysin weder in freier Form 
noch innerhalb von Dipeptiden in die Darmzellen aufgenommen wird (Hellwig, 2011). Es 
kann vermutet werden, dass sich Amadori-Produkte anderer Aminosäuren hinsichtlich ihrer 
Bioverfügbarkeit ähnlich verhalten, so dass hohe Modifizierungsraten durch Fructosylderivate 
wahrscheinlich eine erhebliche Nährwertminderung mit sich bringen. Zwar spielen Karotten 
als Aminosäurequelle in der menschlichen Ernährung kaum eine Rolle. Dennoch sollte eine 
Optimierung der technologischen Prozesse angestrebt werden, so dass derart negative 
Einflüsse auf den Nährwert des Endproduktes möglichst minimiert werden. 
Während ε-Fructosyllysin bzw. dessen Hydrolyseprodukt Furosin als anerkannter 
Erhitzungsmarker für Lebensmittel gilt (Erbersdobler & Somoza, 2007), eignet es sich in 
Karotten nur bedingt. Die durchgeführten Trocknungsexperimente haben gezeigt, dass der 
Gehalt dieses AP sehr schnell ansteigt, dann jedoch stagniert. Dagegen zeigen 
Fructosylderivate anderer Aminosäuren eine wesentlich bessere Korrelation zur Intensität der 
Hitzebehandlung. So stieg der Gehalt an α-FM-GABA kontinuierlich mit steigender 
Temperatur und längerer Erhitzungsdauer an. Demzufolge sind α-Fructosylderivate, 
insbesondere α-Fructosyl-GABA, geeignete Erhitzungsmarker in Lebensmitteln mit hohem 
Gehalt an freien Aminosäuren.  
Zudem konnte gezeigt werden, dass der Anstieg des Gehaltes an α-FM-GABA gut mit der 
Senkung des Gehaltes an IgE-reaktivem Dau c 1, dem Hauptallergen in Karotten, korreliert. 
Dieses hitzelabile Allergen wird bei thermischer Behandlung irreversibel denaturiert, 
wodurch das IgE-Bindungsvermögen stark reduziert wird. Folglich kann α-FM-GABA nicht 
nur als geeigneter Marker für eine Hitzebehandlung angesehen werden, sondern auch als 
Parameter für die damit verbundene Senkung des allergenen Potentials von Karotten 
herangezogen werden.  
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4.2 Einfluss der Erhitzung von Erdnüssen auf die Maillard-
Reaktion und das allergene Potential 
 
Über die Bedeutung der Maillard-Reaktion in gerösteten Erdnüssen ist bisher wenig bekannt. 
Daher wurden zunächst verschiedene kommerziell erhältliche Erdnussprodukte auf das 
Ausmaß der Glykierung sowie die Relevanz verschiedener MRP untersucht. Als Vertreter der 
frühen Phase wurden die AP unterschiedlicher Aminosäuren herangezogen. Für die 
fortgeschrittene Phase dienten Pyrralin, CML sowie Pentosidin als Parameter. Im Anschluss 
wurden Erhitzungsexperimente unter definierten Bedingungen durchgeführt, um die Zeit- und 
Temperaturabhängigkeit der MRP-Bildung zu untersuchen. 
Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bewertung des allergenen Potentials 
gerösteter Erdnüsse. Diesbezüglich gibt es in der Literatur gegensätzliche Aussagen. Während 
u. a. Burks et al. (1992b) und Mondoulet et al. (2003) keinerlei Veränderungen im 
IgE-Bindungsvermögen durch Hitzebehandlung von Erdnüssen feststellten, beobachteten 
Maleki et al. (2000a) infolge der Röstung eine 90-fache Erhöhung der Antikörperbindung. 
Diese ging mit der Bildung von MRP einher, so dass die Autoren davon ausgingen, dass das 
allergene Potential durch die glykierungsbedingte Entstehung von Neoepitopen zu erklären ist 
(Maleki et al., 2000a). Daher wurden zunächst definiert erhitzte Erdnüsse mittels 
Histaminfreisetzungstest und Western Blot auf ihr IgE-Bindungsvermögen untersucht. Um 
den Einfluss der Maillard-Reaktion im Speziellen zu prüfen, wurden aus rohen Erdnüssen die 
Hauptallergene Ara h 1 und Ara h 2 isoliert, glykiert und im Anschluss deren allergenes 
Potential untersucht. 
Auch die Verdaubarkeit von Proteinen hat einen wesentlichen Einfluss auf deren allergenes 
Potential, da die Resorption intakter Epitope grundlegende Voraussetzung für eine allergische 
Reaktion darstellt. Die Verdauungsresistenz kann durch Hitzebehandlung stark verändert 
werden. Daher wurden Verdauungsstudien mit gerösteten Erdnüssen sowie den glykierten 
Allergenen durchgeführt. 
 
 
4.2.1 Identifizierung und Quantifizierung von MRP in Erdnussprodukten 
 
Bestimmung der Amadori-Produkte 
Die Identifizierung und Quantifizierung der Amadori-Produkte (AP) in Erdnussprodukten als 
Furoylmethylaminosäuren (FMAS) erfolgte wie bereits für Karotten beschrieben 
(Kapitel 4.1.1). Dabei konnten mittels LC/MS unter Verwendung der entsprechenden 
Standardsubstanzen Furosin, α-FM-Lys sowie α-FM-GABA eindeutig identifiziert werden. 
Abb. 30 zeigt das Chromatogramm einer gerösteten Erdnussprobe sowie der identifizierten 
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FMAS mit den zugehörigen Massenspektren. In dieser Probe wie auch im Großteil der 
übrigen Erdnussprodukte liegen die Gehalte der beiden α-FM-Derivate unterhalb der 
Nachweisgrenze, die auf 20 mg/kg Protein geschätzt wurde. 
 
 
Abb. 30: RP-HPLC-Chromatogramm (λ = 280 nm) zur Bestimmung von α-FM-GABA (1), α-FM-Lys 
(2) und Furosin (3) im Hydrolysat einer kommerziellen gerösteten Erdnussprobe. Die 
Referenzsubstanzen sind in grau dargestellt. Die Massenspektren zeigen das jeweils charakteristische 
Molekülion [M+H]+ (Referenz oben, Probe unten). 
 
Die Umrechnung der FMAS- auf die AP-Gehalte erfolgte wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben, 
wobei davon ausgegangen wurde, dass ausschließlich das aus Glucose gebildete Derivat 
vorliegt. Vercellotti et al. (1995) untersuchten die Kohlenhydratzusammensetzung von 
Erdnüssen und ermittelten Gehalte an reduzierenden Zuckern zwischen 0,7 und 1,3 %. Dabei 
machten sog. Reduktone (Hydroxycarbonyle mit 2 bis 5 C-Atomen) den Hauptanteil aus, 
während Glucose und Fructose nur in geringen Konzentrationen bis 0,08 bzw. 0,03 % 
vorhanden waren (Vercellotti et al., 1995). Von den untersuchten Zuckern führt ausschließlich 
Glucose zur Bildung der detektierten FMAS. Inwieweit der thermische Abbau von Stärke 
während der Röstung zur Freisetzung reduzierender Oligosaccharide aus Glucoseeinheiten 
führen kann, ist unbekannt. Kroh et al. (1996) führten Modellerhitzungen mit Stärke durch, 
wobei es schon bei für die Erdnussröstung relevanten Bedingungen (30 min bei 180 °C) zur 
Abspaltung von Glucose und verschiedenen Maltooligosacchariden kam. Zudem ist es 
durchaus denkbar, dass terminale reduzierende Glucoseeinheiten in Stärkemolekülen an der 
Maillard-Reaktion beteiligt sind. Resmini & Pellegrino (1994) beobachteten Protein-Stärke-
Wechselwirkungen in getrockneter Pasta und postulierten, dass diese auf MRP 
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zurückzuführen sein könnten. Da Erdnüsse zu durchschnittlich 5,5 % aus Stärke bestehen, 
sind diese Reaktionswege durchaus in Betracht zu ziehen (Souci et al., 2008). Zu welchem 
Anteil Amadori-Produkte mit Maltooligosacchariden oder Stärke während der Säurehydrolyse 
zu Furosin umgesetzt werden könnten, ist bisher nicht bekannt. (Kroh et al., 1996) 
 
Pyrralin 
Die Bestimmung von Pyrralin erfolgte wie in Kapitel 4.1.1 für Karotten beschrieben mittels 
Ionenpaar-RP-HPLC. Abb. 31 zeigt das Chromatogramm einer gerösteten Erdnussprobe und 
der Referenzsubstanz sowie das charakteristische UV-Spektrum. Die Nachweisgrenze in 
Erdnüssen wurde auf 25 mg/kg Protein abgeschätzt. 
 
 
Abb. 31: RP-HPLC-Chromatogramm (λ = 297 nm) zur Bestimmung von Pyrralin in einer 
kommerziellen gerösteten Erdnussprobe. Die Referenz ist in grau dargestellt. Die UV-Spektren zeigen 
das charakteristische Absorptionsmaximum. 
 
Um zu überprüfen, ob die enzymatische Hydrolyse und damit die Freisetzung des Pyrralins 
vollständig verläuft, wurde wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben der Proteolysegrad für die 
verschiedenen Aminosäuren in gerösteten Erdnüssen bestimmt. Dabei wurden für die 
hydrophoben Aminosäuren Hydrolysegrade zwischen 86 und 109 % ermittelt, so dass von 
einer vollständigen Freisetzung des Pyrralins ausgegangen werden kann. Für Lysin wurden, 
wie schon bei den Karottenprodukten, wesentlich geringere Proteolysegrade von nur 
63 bis 72 % festgestellt, die vermutlich durch das Vorhandensein säurelabiler Lysinderivate 
wie AP oder Isopeptide zustande kommen. 
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CML 
CML wurde analog Kapitel 4.1.1 mittels GC/MS bestimmt. Die Nachweisgrenze in 
Erdnussproben wurde auf 50 mg/kg Protein abgeschätzt. Die Nachbildung von CML aus 
ε-Fru-Lys ist in diesen Proben als vernachlässigbar gering einzuschätzen, da die 
CML-Gehalte nahe der Nachweisgrenze liegen. Dies konnte durch einen direkten Vergleich 
von saurer und enzymatischer Hydrolyse bestätigt werden. 
 
Pentosidin und LAL 
Neben Pentosidin, welches im Zuge der Maillard-Reaktion gebildet wird, wurde in den 
Erdnussproben auch das Quervernetzungsprodukt Lysinoalanin (LAL) untersucht. LAL wird 
unabhängig von der Anwesenheit reduzierender Zucker gebildet und ist daher nicht den MRP 
zuzuordnen, entsteht jedoch ebenfalls hitzeinduziert. Durch 1,2-Eliminierung wird Cystein 
bzw. Serin zunächst zu Dehydroalanin (DHA) umgesetzt. DHA kann anschließend an die 
ε-Aminogruppe von proteingebundenem Lysin addieren, was zur intra- oder intermolekularen 
Quervernetzung führt (Belitz et al., 2001). 
Die Bestimmung von Pentosidin erfolgte wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben mittels 
Ionenaustauschchromatographie und Fluoreszenzdetektion. Die Nachweisgrenze in 
Erdnussproben wurde auf 0,8 mg/kg Protein abgeschätzt. LAL wurde mittels 
Ionenaustauschchromatographie und Ninhydrin-Nachsäulenderivatisierung analysiert (Henle 
et al., 1991b). In den untersuchten Erdnussproben konnte dieses Quervernetzungsprodukt 
aufgrund coeluierender Matrixsubstanzen nicht eindeutig identifiziert werden. Die 
Nachweisgrenze wurde auf 50 mg/kg Protein geschätzt.  
 
Berechnung der Aminosäuremodifizierung 
Die Berechnung der Aminosäuremodifizierung in mmol/mol Aminosäure erfolgte wie bereits 
in Kapitel 4.1.1 ausführlich beschrieben. Da in den kommerziell erhältlichen Erdnussproben 
der ursprüngliche Aminosäuregehalt vor der Modifizierung nicht bekannt war, wurde die 
Summe aller bestimmten Derivate dem Gesamtgehalt der jeweiligen Aminosäure 
gleichgesetzt. Hingegen konnte bei den Erhitzungsexperimenten der Gehalt der 
entsprechenden Aminosäuren in den rohen Erdnüssen herangezogen werden. 
 
 
4.2.2 Ausmaß der Maillard-Reaktion in kommerziellen Erdnussprodukten 
 
Um einen Überblick über das Ausmaß der Glykierung und die Relevanz verschiedener MRP 
in erhitzten Erdnüssen zu erhalten, wurden zunächst verschiedene kommerziell erhältliche 
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Erdnussprodukte (rohe sowie geröstete Erdnüsse, Erdnussbutter und Erdnussflips) untersucht. 
Tab. 39 zeigt die Gehalte der MRP in den einzelnen Produktgruppen. 
 
Tab. 39: Gehalte der verschiedenen FMAS nach standardisierter Säurehydrolyse sowie der AGEs in 
kommerziell erhältlichen Erdnussprodukten in mg/kg Protein. n. n. – nicht nachweisbar 
 rohe Erdnüsse geröstete 
Erdnüsse 
Erdnussbutter Erdnussflips 
Probenanzahl 2 5 4 2 
FMAS     
Furosin n. n. – 24 129 – 267 73 – 92 166 – 256 
α-FM-Lys n. n. n. n. – 20 n. n. – 25 n. n. 
α-FM-Ala n. n. n. n. n. n. 117 – 131 
α-FM-GABA n. n. n. n. n. n. 26 – 28 
AGEs     
Pyrralin n. n. n. n. – 361 268 – 375 340 – 383 
CML n. n. 50 – 77 63 – 203 61 – 63 
Pentosidin n. n. n. n. n. n. 1,6 – 2,7 
 
Bisher sind nur wenige Daten zu Glykierungsprodukten in Erdnüssen oder Nüssen vorhanden. 
Zhang et al. (2011) untersuchten die Bildung von AGEs während der Röstung von Mandeln 
anhand LC/MS-MS und ermittelten CML-Gehalte bis 6,5 mg/kg Probe und Pyrralingehalte 
bis 66,8 mg/kg Probe, während Pentosidin nicht nachweisbar war. Werden diese Daten auf 
den durchschnittlichen Proteingehalt von Mandeln (18,7 %) bezogen (Souci et al., 2008), so 
resultieren daraus Gehalte an CML bis 35 mg/kg Protein und Pyrralin bis 357 mg/kg Protein. 
Die Daten der gerösteten Erdnussproben liegen in der gleichen Größenordnung. (Zhang et al., 
2011) 
Abb. 32 zeigt die aus den MRP-Gehalten resultierende Lysinmodifizierung in 
mmol/mol Lysin, dargestellt als Boxplots. Da Pentosidin sowie die AP von Alanin und 
GABA lediglich in den Erdnussflips vorkamen, sind diese in der Abbildung nicht aufgeführt. 
Die letzte Spalte zeigt die Gesamt-Lysinmodifizierung durch die untersuchten MRP. In den 
rohen Erdnüssen lag eine Lysinderivatisierung von 0,8 mmol/mol vor, die allein durch 
ε-Fru-Lys erklärt wird. Auch diese Daten sind in Abb. 32 nicht dargestellt.  
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Abb. 32: Gehalte der FMAS und AGEs in kommerziellen Erdnussprodukten in mmol/mol Lysin, 
dargestellt als Boxplots 
 
In den gerösteten Erdnüssen wurden Gesamt-Lysinmodifizierungsraten zwischen 6,5 und 
17,6 mmol/mol, d. h. 0,7 bis 1,8 %, beobachtet. Zwei dieser kommerziellen Proben wurden 
mit Schale in den Handel gebracht, während die übrigen Proben geschält waren. Letztere 
wiesen höhere Modifizierungsraten (13,4 bis 17,6 mmol/mol Lysin) auf als die Erdnüsse mit 
Schale (6,5 bis 7,9 mmol/mol Lysin). Die Schale scheint dabei eine Art natürliche Barriere zu 
bilden, welche die Wärmeübertragung in den Erdnusskern verlangsamt, so dass das Ausmaß 
der Glykierung im Endprodukt geringer ist. Von allen betrachteten MRP spielten ε-Fru-Lys 
(bis 9,7 mmol/mol) und Pyrralin (6,8 mmol/mol) in gerösteten Erdnüssen die größte Rolle, 
während CML mit maximal 1,6 mmol/mol nahe der Nachweisgrenze lag. Das 
α-Fructosylderivat des Lysins war lediglich in einer einzigen Probe mit 2,3 mmol/mol 
nachweisbar und spielte in gerösteten Erdnüssen kaum eine Rolle. Dies kann dadurch 
begründet werden, dass freies Lysin in Erdnüssen nur ca. 1 % des Gesamtlysins ausmacht. 
Allgemein sind die Anteile an freien Aminosäuren in Erdnüssen sehr gering, so dass 
α-Fructosylderivate keine Bedeutung haben. 
Die untersuchten Erdnussbutterproben zeigten mit 6,2 bis 7,5 mmol/mol eine geringere 
Lysinmodifizierung als die gerösteten Erdnüsse. Dabei waren v. a. die ε-Fru-Lys-Gehalte mit 
bis zu 2,0 mmol/mol deutlich niedriger, während die CML-Konzentrationen in einigen Proben 
sogar höher waren (bis 2,7 mmol/mol). Zur Herstellung von Erdnussbutter werden geröstete 
Erdnusskerne gemahlen und z. T. unter Zusatz von Pflanzenöl, Salz, Zucker und weiterer 
Zutaten zu einer streichfähigen Masse homogenisiert (Acker et al., 1967; Franke, 1992). Zwei 
der vorliegenden Proben enthielten zusätzlich Zucker und Fett, was sich jedoch nicht in 
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erhöhten MRP-Gehalten widerspiegelte. Vielmehr ist der vorangestellte Röstprozess 
verantwortlich für das Ausmaß der Glykierung. Es ist zu vermuten, dass die zur 
Erdnussbutterherstellung eingesetzten Erdnusskerne stärker geröstet wurden als die 
kommerziell erhältlichen gerösteten Erdnüsse. Dies hat zur Folge, dass der Gehalt an 
ε-Fru-Lys aufgrund von Weiterreaktionen sinkt, wohingegen die Konzentration des stabilen 
Endproduktes CML ansteigt. Zudem begünstigen drastischere Röstbedingungen auch die 
Lipidperoxidation, welche wiederum zur vermehrten Bildung von Glyoxal als Vorstufe des 
CML führt (Frye et al., 1998; Assar et al., 2009). 
Die Erdnussflips zeigten mit 17,5 bis 24,1 mmol/mol die höchste Menge an MRP. Dabei 
spielten ε-Fru-Lys (bis 13,3 mmol/mol) und Pyrralin (bis 9,0 mmol/mol) die größte Rolle. 
Pentosidin konnte in diesen Proben nachgewiesen werden, trug aber kaum zur 
Lysinblockierung bei (bis 0,04 mmol/mol). Zudem wurden die α-Fructosylderivate von 
Alanin und γ-Aminobuttersäure (GABA) identifiziert. Dabei bewirkte α-Fru-Ala eine 
Alaninmodifizierung von 6,2 mmol/mol und α-FM-GABA eine GABA-Blockierung 
zwischen 5,2 und 7,4 mmol/mol. Erdnussflips unterscheiden sich wesentlich von den übrigen 
Produktgruppen, da sie neben ca. 30 % Erdnüssen Maisgrieß als Hauptbestandteil (ca. 60 %) 
enthalten. Die Produktion von Erdnussflips erfolgt in zwei Stufen. Zunächst wird Maismehl 
bzw. Maisgrieß mit Wasser durch Extrusion zu Flips verarbeitet. Die hohen Drücke 
(30 ‒ 100 bar), hohen Temperaturen (150 ‒ 200 °C) und Scherkräfte im Extruder bewirken 
die Verkleisterung der Stärke. Diese Masse wird durch rotierende Messer in Stücke 
geschnitten und durch eine Düse gepresst. Infolge des plötzlichen Druckabfalls an der 
Düsenmündung kommt es zur Expansion, wobei Wasser verdampft und die typische luftige 
Konsistenz entsteht. Die Maisflips werden anschließend zusammen mit pflanzlichen Fetten, 
Erdnussbutter und Gewürzen in Trommeln gerüttelt (Belitz et al., 2001; Heiss, 2004). Die 
drastischen Bedingungen bei der Extrusion tragen vermutlich zur stärkeren Glykierung bei. 
Zudem unterscheiden sich Erdnüsse und Maismehl deutlich in ihrem Protein/Zucker-
Verhältnis. Während in Erdnüssen pro 100 g Protein nur 0,4 g reduzierende Zucker enthalten 
sind, weist Maismehl 2,3 g reduzierende Zucker pro 100 g Protein auf (Vercellotti et al., 
1995; Souci et al., 2008). Hinzu kommt die Tatsache, dass Stärke bei der Extrusion partiell 
abgebaut wird, wobei reduzierende Zucker wie Maltose nachgebildet werden (Belitz et al., 
2001).  
 
Die Daten der untersuchten kommerziell erhältlichen Erdnussproben zeigen, dass die durch 
die analysierten MRP verursachte Lysinmodifizierung in hitzebehandelten Erdnussprodukten 
mit maximal 2,4 % gering ist. Es ist jedoch anzumerken, dass die Berechnung der 
Modifizierung aus den ermittelten Aminosäure- und MRP-Gehalten nur als grobe 
Abschätzung zu sehen ist. Es ist wahrscheinlich, dass neben den betrachteten MRP noch 
weitere Derivate vorliegen, so dass der Gesamtaminosäuregehalt unterschätzt wird. In den 
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folgenden Erhitzungsexperimenten war der ursprüngliche Lysingehalt bekannt, wodurch die 
tatsächlichen Modifizierungsraten durch die einzelnen MRP und auch der absolute 
Lysinverlust berechnet werden konnten. 
Des Weiteren fällt auf, dass in den Erdnussprodukten die Pyrralingehalte in der gleichen 
Größenordnung lagen wie die Gehalte an ε-Fru-Lys oder sogar höher waren. Vergleichbare 
Daten sind in der Literatur bisher nicht bekannt. Üblicherweise stellen AP, v. a. ε-Fru-Lys, die 
dominierenden MRP in hitzebehandelten Lebensmitteln dar (Erbersdobler & Somoza, 2007). 
Selbst in pyrralinreichen Lebensmitteln wie Milchpulver und Backwaren sind die AP-Gehalte 
etwa 10-fach höher (Henle et al., 1994; Henle et al., 1995). Das beobachtete Phänomen liegt 
in der Zusammensetzung der Erdnüsse begründet. Im Vergleich zum Proteingehalt ist die 
Konzentration an reduzierenden Zuckern sehr gering, wodurch die Bildung von Amadori-
Produkten limitiert ist, während deren Weiterreaktion zu stabilen Endprodukten (AGEs) 
begünstigt wird (Vercellotti et al., 1995). Auch die drastischen Bedingungen (140 bis 180 °C 
für mehrere Minuten) forcieren die fortgeschrittene Phase der Maillard-Reaktion. 
 
 
4.2.3 Erhitzungsexperimente mit Erdnüssen 
 
Die Untersuchung der Handelsproben zeigte, dass die Lysinmodifizierung in hitzebehandelten 
Erdnussprodukten gering ist, wobei Pyrralin eine besondere Rolle spielt. Infolge dieser 
Ergebnisse sollte im Anschluss geprüft werden, welche MRP in Erdnüssen als 
Erhitzungsparameter geeignet sind. Zudem galt es, den Einfluss der thermischen Behandlung 
auf das allergene Potential von Erdnüssen zu untersuchen. Dazu wurden unterschiedliche 
Erhitzungsverfahren (trockene Röstung, Frittieren, Kochen sowie Mikrowellenröstung) 
vergleichend untersucht. Das Hauptaugenmerk wurde auf die trockene Röstung gelegt, wobei 
unterschiedliche Temperaturen und Zeiten sowie der Einfluss der Schale betrachtet wurden. 
Zur Beurteilung des allergenen Potentials wurde das IgE-Bindungsvermögen mittels 
Immunoblot und Histaminfreisetzungstest untersuchtv. (Nußpickel, 2010) 
 
 
4.2.3.1 Ausmaß der Maillard-Reaktion 
 
Zur Bestimmung des Ausmaßes der Maillard-Reaktion infolge unterschiedlicher Arten der 
Hitzebehandlung wurden rohe Erdnüsse einer Charge gekocht, in Öl frittiert, in der 
Mikrowelle geröstet sowie einer trockenen Röstung unterzogen. Die resultierenden 
                                                 
v
 Teile der Daten zu den Erhitzungsexperimenten wurden im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit 
von Lena Nußpickel (2010) erarbeitet. 
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MRP-Gehalte in mmol/mol Lysin sind in Tab. 40 aufgeführt. Bereits in den rohen Erdnüssen 
war eine Lysinmodifizierung von 4,7 mmol/mol durch ε-Fru-Lys messbar. Dieses Phänomen 
wurde auch bei den Handelsproben beobachtet und ist mit der Trocknung der Erdnusskerne 
nach der Ernte zu begründen. Dies ist notwendig, um den anfänglichen Wassergehalt von ca. 
60 % auf 9 ‒ 10 % zu reduzieren und so die Lagerstabilität gewährleisten zu können. 
Üblicherweise besteht das Trocknungsverfahren aus einer zwei- bis dreitägigen 
Schwadentrocknung, gefolgt von einer Heißlufttrocknung für 18 bis 24 h (Vercellotti et al., 
1995). 
Die verschiedenen Erhitzungsverfahren bewirkten nur geringe Unterschiede im Ausmaß der 
Lysinblockierung sowie im MRP-Spektrum. Es ist offensichtlich, dass die Behandlung bei der 
höchsten Temperatur (170 °C) auch die größte Blockierungsrate von 17,6 mmol/mol (d. h. 
1,8 % des Lysins) bewirkte. Während beim Kochen und Frittieren nur der Gehalt an 
ε-Fru-Lys anstieg, aber noch keine AGEs gebildet wurden, gewann v. a. Pyrralin in trocken 
gerösteten Erdnüssen an Bedeutung.  
 
Tab. 40: Gehalte der untersuchten MRP in hitzebehandelten Erdnüssen, angegeben in mmol/mol Lysin 
 ε-Fru-Lys Pyrralin CML Σ MRP 
roh 4,7 ± 0,0 n. n. n. n. 4,7 
Kochen (100 °C, 20 min) 6,5 ± 0,0 n. n. n. n. 6,5 
Frittieren (120 °C, 5 min) 7,4 ± 0,1 n. n. n. n. 7,4 
Mikrowellenröstung (580 W, 
3 min) 
7,2 ± 0,3 0,3 ± 0,0 1,0 ± 0,2 8,5 
trockene Röstung (170 °C, 
20 min, mit Schale) 
9,8 ± 0,1 6,6 ± 0,4 1,2 ± 0,2 17,6 
 
Zur Untersuchung der MRP-Bildung während der trockenen Röstung wurden Röstreihen bei 
verschiedenen Temperaturen durchgeführt. Da die Analyse der Handelsproben vermuten ließ, 
dass die Schale beim Rösten eine Hitzebarriere bildet und die Entstehung von 
Glykierungsprodukten verzögert (Kapitel 4.2.2), wurden vergleichende Röstungen mit und 
ohne Schale angesetzt. Die Verläufe der MRP-Bildung sind in Abb. 33 dargestellt. 
Es ist ersichtlich, dass ε-Fru-Lys in den gerösteten Erdnüssen maximal eine Lysinblockierung 
von 12 mmol/mol bewirkte. Dieser Wert wurde bereits bei der Röstung mit Schale bei 160 °C 
für 20 min erreicht (Abb. 33 A links) und stieg auch bei längerer Röstdauer sowie höherer 
Temperatur nicht weiter an. Bei der Röstung ohne Schale wurde das Plateau schneller erreicht 
(Abb. 33 A rechts). In den kommerziell erhältlichen gerösteten Erdnüssen wurden  
Lysinblockierungen durch ε-Fru-Lys bis 9,7 mmol/mol bestimmt (Kapitel 4.2.2), was mit den 
durchgeführten Röstexperimenten gut vergleichbar ist. 
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Abb. 33: Bildung von ε-Fru-Lys (A), Pyrralin (B) und CML (C) während der Röstung von Erdnüssen 
mit Schale (links) sowie ohne Schale (rechts), angegeben in mmol/mol Lysin 
 
Mit steigender Temperatur und längerer Röstdauer wurde ein deutlicher Anstieg der AGEs 
Pyrralin und CML beobachtet. Der stagnierende ε-Fru-Lys-Gehalt ist folglich durch 
Weiterreaktionen zu stabilen Endprodukten erklärbar. CML spielte mit einer maximalen 
Lysinblockierung von 2,6 mmol/mol eine geringere Rolle als Pyrralin, wobei während der 
Röstung ohne Schale höhere Werte erreicht wurden als mit Schale (Abb. 33 C). In den 
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Handelsproben wurden etwas geringere CML-Gehalte bis 1,6 mmol/mol Lysin beobachtet 
(Kapitel 4.2.2). 
Auch der Gehalt an Pyrralin stieg mit höherer Temperatur und längerer Röstdauer in den 
Erdnüssen kontinuierlich an, wobei wesentlich höhere Lysinblockierungsraten als durch CML 
beobachtet wurden. Der höchste Gehalt von 38,5 mmol/mol Lysin (entspricht 3,3 g/kg 
Protein) wurde bei der Röstung mit Schale bei 170 °C für 25 min erreicht (Abb. 33 B links). 
Dagegen wurden in den gerösteten Handelsproben nur Pyrralingehalte bis 6,8 mmol/mol 
Lysin gemessen (Kapitel 4.2.2). Es ist jedoch anzumerken, dass die durchgeführten 
Röstreihen als Modell zur Untersuchung der Bildungskinetik von MRP dienen sollten, wobei 
nur ein Teil der erhaltenen Produkte sensorisch akzeptabel waren. Bei zu schwacher Röstung 
entstanden Proben ohne Bräunung, und das erwünschte Röstaroma wurde nicht gebildet. 
Dagegen führte eine zu starke Erhitzung zu dunkelbrauner Färbung und einem verbrannten 
und unangenehm bitteren Geschmack. Die Unterschiede in der Bräunung sind in Abb. 34 
exemplarisch an den bei 170 °C gerösteten Erdnüssen dargestellt. Bei diesen Proben wurden 
beispielsweise nur die Ansätze mit Schale nach 10 und 15 min sowie die Ansätze ohne Schale 
nach 5 und 10 min als sensorisch akzeptabel eingeschätzt. Insgesamt wurden in den 
entsprechend sensorisch relevanten Proben Pyrralingehalte zwischen 2,0 und 12,9 mmol/mol 
Lysin ermittelt, was in der gleichen Größenordnung liegt wie die Handelsproben. 
 
 
Abb. 34: Bräunung von Erdnüssen, geröstet bei 170 °C mit Schale (obere Reihe) sowie ohne Schale 
(untere Reihe) für 5, 10, 15, 20 und 25 min (von links nach rechts) 
 
Auch bei der Pyrralinbildung fällt der Einfluss der Schale deutlich auf. So zeigten ohne 
Schale geröstete Proben höhere Gehalte als bei gleichen Bedingungen mit Schale geröstete 
Erdnüsse (Abb. 33 B). Die einzige Ausnahme stellte die ohne Schale bei 170 °C für 25 min 
behandelte Probe dar, die im Gegensatz zur entsprechenden Probe nach 20 min einen deutlich 
geringeren Pyrralingehalt aufwies. Eine unvollständige Freisetzung während der 
enzymatischen Hydrolyse konnte anhand der Bestimmung des Proteolysegrades 
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ausgeschlossen werden, da alle hydrophoben Aminosäuren zu 86 bis 109 % freigesetzt 
wurden. Daher sind Weiterreaktionen des Pyrralins zu vermuten. Henle & Klostermeyer 
(1993) untersuchten die Bildung von Pyrralin in Erhitzungsansätzen aus Casein und Lactose 
und stellten fest, dass der Gehalt des AGEs zunächst anstieg, nach einer gewissen Zeit jedoch 
wieder deutlich absank. Die Ursache dieses Phänomens konnte zu dem Zeitpunkt nicht geklärt 
werden, jedoch vermuteten die Autoren Quervernetzungsreaktionen des Pyrralins mit Thiolen 
wie Cystein (Henle & Klostermeyer, 1993). Später beschäftigten sich Nagaraj et al. (1996) 
mit dem Abbau von Pyrralin in Modellansätzen, nachdem sie festgestellt hatten, dass sich 
isoliertes Pyrralin bei der Lagerung pink färbte. Obwohl die für diese Verfärbung 
verantwortliche Substanz mit einem Absorptionsmaximum von 500 nm strukturell nicht 
aufgeklärt werden konnte, wurde vermutet, dass sie bei der Modifizierung von Pyrralin in 
Proteinen relevant ist. Da Pyrrole anfällig für eine Oxidation sind, wurde gemutmaßt, dass 
auch Pyrralin Oxidations- und Quervernetzungsreaktionen zu hochmolekularen Produkten 
eingehen könnte. Im gelagerten Pyrralin wurde das Hauptabbauprodukt isoliert und als 
Dipyrralin identifiziert. Dipyrralin entsteht säurekatalysiert aus zwei Pyrralinmolekülen, die 
über eine Etherbindung miteinander verknüpft sind (Abb. 35). Zudem untersuchten die 
Autoren das Verhalten von Pyrralin in Gegenwart von Hydroxy- und Thiol-Aminosäuren und 
stellten fest, dass Serin und Threonin unreaktiv sind. Cystein erwies sich hingegen als sehr 
reaktiv, wobei als Hauptprodukt ein Thioether identifiziert wurde (Abb. 35). Die genannten 
Reaktionen des Pyrralins wurden nach Inkubationen bei 37 °C über mehrere Tage beobachtet 
(Nagaraj et al., 1996). Es ist davon auszugehen, dass solche Modifizierungen unter 
Röstbedingungen erheblich beschleunigt werden und in den vorliegenden Erdnussproben 
durchaus relevant sind. 
 
 
Abb. 35: Mögliche Folgereaktionen des Pyrralins (Nagaraj et al., 1996) 
 
Insgesamt kann an dieser Stelle festgehalten werden, dass in gerösteten Erdnüssen das AGE 
Pyrralin von besonderer Bedeutung ist und, anders als in bisher untersuchten 
Lebensmittelgruppen, in vergleichbarem oder sogar höherem Maße zur Lysinmodifizierung 
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beiträgt als ε-Fru-Lys. Da der Pyrralingehalt mit steigender Temperatur und längerer 
Erhitzungsdauer kontinuierlich ansteigt, ist dieses MRP als Erhitzungsmarker wesentlich 
besser geeignet als das Amadori-Produkt, dessen Gehalt aufgrund von Weiterreaktionen 
schnell ein Plateau erreicht. Auch für andere Lebensmittel wurde die Eignung des Pyrralins 
als Erhitzungsindikator bereits erkannt. So konnten beispielsweise Resmini & Pellegrino 
(1994) zeigen, dass während der Trocknung von Pasta der Pyrralingehalt nahezu linear 
anstieg, während der Furosingehalt nach einiger Zeit wieder absank. 
 
 
Abb. 36: Gegenüberstellung der Lysinmodifizierung durch die bestimmten MRP (ε-Fru-Lys, Pyrralin 
und CML) und der Lysinmodifizierung durch unbekannte Derivate 
 
Neben den MRP wurde mittels Aminosäureanalyse auch die Gesamtmodifizierung von Lysin 
und anderen Aminosäuren ermittelt. Abb. 36 zeigt die Lysinmodifizierung durch die 
bestimmten Glykierungsprodukte, die sich aus der Summe der ermittelten Gehalte an 
ε-Fru-Lys, Pyrralin und CML ergibt (dunkelgraue Balken), und die Lysinblockierung durch 
unbekannte Derivate (hellgraue Balken). Letztere ergab sich aus dem Lysinverlust nach der 
Röstung im Vergleich zur unbehandelten Probe abzüglich des Summengehaltes der 
analysierten MRP. Dabei wurden Gesamt-Lysinderivatisierungen bis zu 550 mmol/mol 
beobachtet. Auch in den sensorisch relevanten Ansätzen lagen bis zu 310 mmol/mol, d. h. 
31 % des Lysins derivatisiert vor. Jedoch können die Blockierungsraten nur zu ca. 10 % durch 
die analysierten Glykierungsprodukte erklärt werden. Dies legt zunächst die Vermutung nahe, 
dass während der Röstung von Erdnüssen noch andere MRP als die hier betrachteten in 
hohem Maße entstehen. Denkbar wären diverse Quervernetzungsprodukte wie Lysin-Dimere 
oder Lysin-Arginin-Crosslinks. Während die Lysin-Dimere GOLD, MOLD und DOLD 
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(Glyoxal-, Methylglyoxal- bzw. Desoxyglucose-Lysin-Dimer) in Lebensmitteln nur eine 
untergeordnete Rolle spielen, wird den entsprechenden Lysin-Arginin-Crosslinks, 
insbesondere MODIC (Methylglyoxal-Lysin-Arginin-Crosslink) eine höhere Bedeutung bei 
der Proteinquervernetzung zugesprochen (Biemel et al., 2001; Silván et al., 2006). Auch die 
Bildung von Dipyrralin- und Pyrralin-Cystein-Crosslinks ist nicht auszuschließen (Nagaraj et 
al., 1996). Zudem ist die Entstehung flüchtiger, aromaaktiver Substanzen sowie 
hochmolekularer, braun gefärbter Melanoidine zu nennen. 
 
 
Abb. 37: Modifizierung verschiedener Aminosäuren infolge der Röstung von Erdnüssen bei 150 °C 
mit Schale, angegeben in mmol/mol Aminosäure 
 
Es fiel jedoch auf, dass neben Lysin auch bei zahlreichen anderen Aminosäuren deutliche 
Verluste festzustellen waren, wie in Abb. 37 zu sehen ist. Während proteingebundenes 
Arginin wie Lysin in Gegenwart reduzierender Zucker zahlreiche Reaktionen u. a. zu 
Argpyrimidin, verschiedenen Hydroimidazolonen sowie Quervernetzungsprodukten eingehen 
kann, ist die Glykierung der übrigen Aminosäuren im Wesentlichen nur in freier Form 
möglich. Da jedoch gezeigt werden konnte, dass Aminosäuren in Erdnüssen nur zu ca. 1 % 
frei vorkommen, kann die Glykierung allein die beobachteten hohen Aminosäureverluste bis 
zu 30 % nicht erklären, so dass andere Reaktionen eine wichtige Rolle spielen müssen. Als 
Reaktionspartner kommen insbesondere Lipidperoxidationsprodukte in Frage. Erdnusskerne 
enthalten etwa 50 % Fett (Souci et al., 2008), welches nur zu ca. 15 % aus gesättigten 
Fettsäuren besteht. Hingegen sind 39 % einfach ungesättigt (hauptsächlich Ölsäure) und 46 % 
mehrfach ungesättigt (überwiegend Linolsäure) (Maguire et al., 2004). Da Fette mit einem 
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nicht-kovalente Wechselwirkungen 
- hydrophobe Wechselwirkungen 
- Wasserstoffbrücken 
- elektrostatische Wechselwirkungen 
 
Radikalische Reaktionen 
RO• + PH → ROH + P• 
Proteinquervernetzung Proteinspaltung, 
Aminosäureschädigung 
Oxidation 
Reaktionen mit sekundären Produkten 
(Aldehyde, Ketone, Epoxide usw.) 
Wechselwirkungen zwischen peroxidierten Fetten und Proteinen 
 
hohen Anteil an ungesättigten Fettsäuren anfällig für Oxidationsreaktionen sind, ist dieser 
Reaktionsweg in Erdnüssen sehr wahrscheinlich. 
Zwischen Proteinen und peroxidiertem Fett sind Wechselwirkungen verschiedener Art 
möglich, zu denen ein Review von Gardner (1979) einen Überblick gibt. Der Autor 
unterscheidet dabei nicht-kovalente Wechselwirkungen, radikalische Reaktionen sowie 
Reaktionen mit sekundären Produkten (Abb. 38). Als dominierend werden hydrophobe 
Wechselwirkungen bzw. Wasserstoffbrücken zwischen dem peroxidierten Fett sowie 
Abbauprodukten und Proteinen beschrieben. Bei der Säurehydrolyse sollten derartige 
Komplexe jedoch zerstört werden, so dass nicht-kovalente Wechselwirkungen kaum 
Aminosäureverluste in der beobachteten Größenordnung hervorrufen können (Gardner, 
1979).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Wesentlich relevanter als kovalente Wechselwirkungen sind radikalische Reaktionen, d. h. 
Reaktionen von Hydroperoxidradikalen mit Proteinen. Die dabei entstehenden reaktiven 
Proteinradikale können quervernetzen, gespalten oder oxidiert werden (Abb. 38). Nach 
Gardner (1979) überwiegt die Proteinspaltung gegenüber der Quervernetzung in trockenen 
Systemen, während in wässrigen Lösungen üblicherweise eine Oligomerisierung der Proteine 
zu beobachten ist. Auch die Bildung von Protein-Fett-Addukten über Cysteinseitenketten 
konnte in Modellversuchen gezeigt werden, tritt jedoch nur in Abwesenheit von Sauerstoff 
auf, während in Anwesenheit von Sauerstoff dieser mit den Hydroperoxidradikalen reagiert. 
Die Schädigung von Aminosäuren kommt gleichermaßen in trockenen und wässrigen 
Systemen vor. Zwar sind Aminosäuren mit phenolischen Hydroxylgruppen (Tyrosin), 
schwefelhaltigen (Cystein, Methionin) und stickstoffhaltigen Gruppen (Tryptophan, Lysin, 
Abb. 38: Übersicht über Wechselwirkungen zwischen peroxidierten Fetten und Proteinen (Gardner, 
1979) 
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Arginin, Histidin) besonders anfällig, aber auch andere Aminosäuren wie Leucin, Isoleucin 
oder Alanin sind betroffen. Der Abbau von Aminosäureseitenketten durch Behandlung mit 
peroxidierten Fetten wurde an zahlreichen Proteinen gezeigt, wobei Untersuchungen mit der 
in Erdnüssen dominierenden Linolsäure an dieser Stelle von besonderem Interesse sind. So 
führte beispielsweise die Inkubation von Casein mit peroxidiertem Ethyllinolat in wässriger 
Lösung (55 °C,  4 h) zu Verlusten bei zahlreichen Aminosäuren (u. a. Lysin, Arginin, 
Threonin und Alanin) zwischen 8 und 10 %. Eine trockene Inkubation (80 % relative 
Luftfeuchte, 60 °C, 4 Tage) bewirkte sogar einen Lysinverlust von 50 % und auch die Gehalte 
vieler weiterer Aminosäuren wurden um ca. 30 % reduziert. Zudem sind einzelne 
Aminosäuren hinsichtlich ihrer Abbauprodukte untersucht worden. So konnte gezeigt werden, 
dass beispielsweise Lysin u. a. zu Diaminopentan, Asparaginsäure, Glycin, Alanin und 
α-Aminoadipinsäure umgesetzt wird (Karel et al., 1975; Gardner, 1979). 
 
 
Abb. 39: Quervernetzung von Proteinen durch Malondialdehyd (Gardner, 1979) 
 
Neben radikalischen Reaktionen sind Umsetzungen von Proteinen mit sekundären 
Lipidperoxidationsprodukten von großer Bedeutung. Hierbei handelt es sich um Aldehyde, 
Ketone, Epoxide und andere Zerfallsprodukte der primär gebildeten Hydroperoxide, die 
Reaktionen mit Proteinseitenketten eingehen können. Ein bekanntes Sekundärprodukt ist 
Malondialdehyd (MDA), das als bifunktionales Reagenz eine Schiffsche Base mit zwei 
Lysinseitenketten bilden kann und somit Proteine quervernetzt, wie in Abb. 39 schematisch 
dargestellt ist. Zudem wurde die chemische Veränderung der Aminosäuren Methionin, 
Histidin, Tyrosin und Arginin durch MDA beobachtet (Gardner, 1979).  
 
 
 
Abb. 40: Bildung brauner Pigmente aus Lipidperoxidationsprodukten (Gardner, 1979) 
 
Während der Lipidperoxidation entsteht neben Malondialdehyd eine Vielzahl weiterer 
Aldehyde wie Alkanale, Alkenale oder Alkdienale, die Schiffsche Basen mit freien 
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Aminogruppen bilden können. Eine solche Alkylierung von Lysinseitenketten wurde u. a. für 
Acrolein, Acetaldehyd und Propanal nachgewiesen. Im Gegensatz zu MDA sind nur wenige 
Aldehyde in der Lage, Proteine querzuvernetzen. Sie sind jedoch bedeutend für Bräunung und 
Aromabildung. So konnte gezeigt werden, dass aus den entstehenden Schiffschen Basen 
durch mehrfache Aldolkondensation mit Aldehyden braune Pigmente entstehen (Abb. 40). 
Neben verschiedensten Aldehyden entstehen bei der Weiterreaktion der Hydroperoxide u. a. 
zahlreiche Ketone und Epoxide, die ebenfalls mit Proteinen und Aminosäuren reagieren. 
Hidalgo & Zamora untersuchten die Reaktion von Epoxyenaldehyden mit Lysin und konnten 
mehrere, in Abb. 41 dargestellte Pyrrolderivate nachweisen (Hidalgo & Zamora, 1995).  
 
 
Abb. 41: Bildung verschiedener Pyrrole in einem Ansatz aus Lysin und (E)-4,5-Epoxy-(E)-2-heptenal 
(Hidalgo & Zamora, 1995) 
 
Insgesamt kann gesagt werden, dass aufgrund der hohen Komplexität der Lipidperoxidation 
eine Vielzahl an Reaktionsprodukten möglich ist, wobei hier nur ein geringer Bruchteil 
denkbarer Derivate näher beleuchtet wurde. Dabei beschränkt sich die Identifizierung der 
Produkte im Wesentlichen auf Modellsysteme, während über deren Entstehung und Relevanz 
in Lebensmitteln bisher wenig bekannt ist (Gardner, 1979; Friedman, 1996). Auch über 
physiologische Konsequenzen derartiger Derivate liegen nur wenige Daten vor. 
Beispielsweise führten Nielsen et al. (1985) Fütterungsstudien an Ratten mit Molkenproteinen 
durch, die mit peroxidiertem Methyllinolenat inkubiert wurden. Die chemische Untersuchung 
dieser Proteine zeigte signifikante Verluste der Aminosäuren Lysin, Tryptophan, Methionin 
und Histidin (Nielsen et al., 1985b). Im Fütterungsversuch wurde eine deutliche Reduktion 
der biologischen Wertigkeit, des Wachstumswertes („protein efficiency ratio“, PER) sowie 
der Verdaubarkeit festgestellt, da die Bioverfügbarkeit der Aminosäuren durch die 
Modifizierung stark eingeschränkt wurde (Nielsen et al., 1985a).  
 
 
4.2.3.2 Elektrophoretische Untersuchung 
 
Anhand der SDS-PAGE wurde untersucht, ob die Erhitzung von Erdnüssen zur Spaltung oder 
Quervernetzung der Proteine führt. Abb. 42 zeigt die Elektropherogramme ausgewählter 
Proben.  
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Abb. 42: Elektropherogramme ausgewählter Erdnussproben nach verschiedenen Erhitzungsverfahren 
(A) und nach Trockenröstung unter variierenden Bedingungen (B). Die nicht reduzierten Proben sind 
jeweils links und die reduzierten Proben rechts aufgetragen. M – Proteinmarker 
 
In Abb. 42 A sind die verschiedenen Erhitzungsarten Kochen, Mikrowellenröstung und 
Frittieren im Vergleich zur rohen Erdnuss dargestellt, während Abb. 42 B trocken geröstete 
Proben zeigt. Dabei wurden die Proben links in nicht reduziertem Zustand und rechts in 
reduziertem Zustand aufgetragen, um unterscheiden zu können, ob bestehende 
intermolekulare Quervernetzungen auf Disulfidbrücken oder andere kovalente Bindungen 
zurückzuführen sind. Durch die Reduktion mit Dithiothreitol (DTT) werden vorhandene 
1 roh 
2 gekocht (100 °C, 20 min) 
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Disulfidbrücken gespalten, während andere, durch Maillard-Reaktion oder Lipidperoxidation 
induzierte Bindungen bestehen bleiben. 
Bei Betrachtung der gekochten, frittierten und mikrowellengerösteten Proben (Abb. 42 A) 
wird ersichtlich, dass diese Erhitzungsarten im Vergleich zur Trockenröstung moderate 
Veränderungen der Proteine verursachten. Vor allem infolge der Mikrowellenröstung 
(Probe 3) und des Frittierens (Probe 4) wurde ein „Schmieren“ der Banden in den 
hochmolekularen Bereich sichtbar, während einzelne Banden schwächer wurden. Dies ist 
besonders am Ara h 1-Monomer deutlich, welches in der rohen Erdnuss (Probe 1) als 
dominierende Bande mit ca. 62 kDa zu sehen ist. Zudem wurde in den Proben 3 und 4 nach 
Reduktion eine Bande bei ca. 125 kDa sichtbar, die vermutlich dem Ara h 1-Dimer 
zugeordnet werden kann. Diese Dimerbande ist zwar auch in der nicht reduzierten rohen 
Erdnuss vorhanden, verschwindet jedoch nach Behandlung mit DTT. Ara h 1 enthält sieben 
Cysteinreste und ist somit in der Lage, stabile Oligomere zu bilden (Burks et al., 1995). Die 
Tatsache, dass die Dimere in erhitzten Proben nicht mehr reduzierbar sind, zeigt dass eine 
kovalente Quervernetzung stattgefunden hat.  
Die trockene Röstung hatte noch wesentlich drastischere Auswirkungen auf die Proteine als 
die bereits diskutierten Erhitzungsarten. In Abb. 42 B ist eine starke Abnahme der Intensitäten 
aller Banden zu sehen, die prinzipiell durch Proteinabbau oder Quervernetzung verursacht 
werden kann. Bei den Erdnussproben konnte die Spaltung von Proteinen in nennenswertem 
Ausmaß ausgeschlossen werden, da diese mit der Bildung von Peptiden verbunden wäre. Im 
dargestellten Elektropherogramm waren jedoch keine hinzukommenden Banden im 
niedermolekularen Bereich zu beobachten, so dass stattdessen nur die Quervernetzung der 
Proteine zu den starken Intensitätsverlusten geführt haben kann. Zudem wurden große 
Mengen an anfärbbarer Substanz in den Geltaschen gefunden, in denen die gerösteten Proben 
aufgetragen wurden. Folglich sind Oligomere von solcher Größe entstanden, dass sie nicht 
mehr in das Gelnetzwerk eintreten konnten oder möglicherweise gar nicht mehr im 
verwendeten harnstoffhaltigen Probenpuffer löslich waren. 
 
 
4.2.3.3 Beurteilung des allergenen Potentials 
 
Das allergene Potential gerösteter Erdnüsse wurde anhand des IgE-Bindungsvermögens 
beurteilt. Hierzu wurden zwei verschiedene Testverfahren (Histaminfreisetzungstest und 
Immunoblot) herangezogen, die am Paul-Ehrlich-Institut in Langen durchgeführt wurden. Für 
diese Assays wurden Extrakte der Erdnussproben mit PBS-Puffer hergestellt. Da bereits 
gezeigt werden konnte, dass die Röstung eine starke Oligomerisierung der Erdnussproteine 
und eine damit verbundene Verringerung der Löslichkeit verursacht, wurden zunächst die 
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eingesetzten Erdnussextrakte hinsichtlich ihrer Proteinzusammensetzung und der 
MRP-Gehalte charakterisiert. 
 
Charakterisierung der Erdnussextrakte 
Die zur Allergenitätsuntersuchung hergestellten Erdnussextrakte wurden zunächst mittels 
Kjeldahl-Methode auf ihren Proteingehalt untersucht. Dies war notwendig, da alle Extrakte in 
den Versuchen auf den gleichen effektiven Proteingehalt verdünnt werden mussten, um 
vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. Dabei zeigte sich, dass selbst aus der rohen Erdnuss nur 
50 % der vorhandenen Proteine in den Extrakt übergingen. Folglich enthalten schon rohe 
Erdnüsse offensichtlich einen großen Anteil an hochmolekularen Proteinen, die nicht in PBS-
Puffer löslich sind. Die Extraktionsausbeute sank mit der Röstung, so dass nach 25 min bei 
160 °C ohne Schale nur noch 5 % des Proteins wiedergefunden wurde. Dies zeigt, dass die 
Röstung eine massive, durch Quervernetzung verursachte Verringerung der Löslichkeit 
bewirkt. 
Die Extrakte wurden im Anschluss auf ihre Gehalte an MRP untersucht. Dabei gingen 
maximal 24 % des insgesamt enthaltenen ε-Fru-Lys sowie bis zu 9 % des Pyrralins in die 
Extrakte über. Diese Resultate weisen darauf hin, dass v. a. gering glykierte Erdnussproteine 
extrahiert werden, während hoch glykierte, massiv quervernetzte Proteine im Rückstand 
verbleiben und bei den folgenden Analysen nicht erfasst werden. 
Zudem wurden die Extrakte elektrophoretisch auf ihre Proteinzusammensetzung untersucht. 
Das erhaltene Elektropherogramm ist in Abb. 43 dargestellt, wobei die aufgetragenen 
Extraktmengen so gewählt wurden, dass die effektiven Proteinmengen gleich waren. Es wird 
ersichtlich, dass nur die am schwächsten geröstete Probe annähernd die gleiche 
Proteinzusammensetzung zeigte wie die rohe, während in den stärker gerösteten Proben trotz 
gleicher Proteinkonzentration kaum noch Banden sichtbar waren. So konnte das 
Erdnussallergen Ara h 1 nur nach 15-minütiger Röstung mit Schale bei 160 °C noch 
nachgewiesen werden, während die Bande in allen anderen Extrakten gerösteter Erdnüsse 
nicht mehr sichtbar war. Dagegen war die charakteristische Doppelbande des Ara h 2 in allen 
Extrakten erkennbar. Offensichtlich ist dieses Protein wesentlich weniger anfällig für 
Quervernetzungsreaktionen. Abgesehen von Ara h 2 zeigten die stärker gerösteten Proben 
jedoch kaum Banden. Neben der standardmäßig angewandten Färbung mit Coomassie 
Brilliantblau (Empfindlichkeit 0,1 ‒ 0,3 µg Protein pro Bande) wurde das Gel der wesentlich 
empfindlicheren Silberfärbung (1 ‒ 30 ng Protein pro Bande) unterzogen (Westermeier, 
1990), die jedoch vergleichbare Ergebnisse lieferte. Dies zeigt deutlich, dass in den stark 
gerösteten Proben selbst die noch extrahierbaren Proteine offensichtlich so hochmolekular 
waren, dass sie nicht mehr in das Polyacrylamidgel einwandern konnten. Des Weiteren ist an 
dieser Stelle zu erwähnen, dass in Erdnüssen ca. 2 % des mittels Kjeldahl-Methode 
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gemessenen „Proteingehaltes“ Nichtproteinstickstoff darstellen, d. h. Ammoniumsalze, freie 
Aminosäuren und kurzkettige Peptide. Da davon auszugehen ist, dass diese niedermolekulare 
Fraktion vollständig in den Extrakt übergeht, macht sie im extrahierten „Protein“ der 
gerösteten Erdnüsse einen beträchtlichen Anteil aus (bis zu 40 % in der am stärksten 
gerösteten Probe).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Beeinflussung der Löslichkeit und Extrahierbarkeit von Erdnussproteinen durch die 
Röstung ist bereits bekannt. Koppelman et al. (1999) untersuchten hitzeinduzierte strukturelle 
Veränderungen von Ara h 1 und stellten fest, dass die Extrahierbarkeit des Allergens infolge 
von Umfaltung und Oligomerisierung stark verringert wird. So ergab die 15-minütige 
Röstung bis 90 °C noch keine Veränderungen, während bei 110 °C noch 75 % und bei 140 °C 
nur 32 % des Ara h 1 extrahiert werden konnten. Die Behandlung bei 155 °C führte dazu, 
dass keinerlei Allergen mehr extrahierbar war (Koppelman et al., 1999). Kopper et al. (2005) 
konnten zeigen, dass die Extrahierbarkeit aller Erdnussproteine bei der Röstung bei 178 °C 
stark reduziert wird. Dabei wurde zunächst ein Verlust der hochmolekularen Proteine, v. a. 
Ara h 1 verzeichnet, gefolgt von kleineren Proteinen. Nach 20 min konnten kaum noch 
Proteine nachgewiesen werden. (Kopper et al., 2005) 
 
Histaminfreisetzungstest 
Der Histaminfreisetzungstest wurde am Paul-Ehrlich-Institut in Langen von Dr. Kay Fötisch 
durchgeführt. Wie bereits ausführlich in Kapitel 2.4.3 beschrieben wurde, beruht dieser Test 
auf der Freisetzung des Mediators Histamin infolge der Stimulation basophiler Granulozyten 
mit einem Allergen. Dazu wurden basophile Granulozyten sensibilisiert, d. h. mit Serum von 
Erdnussallergikern behandelt, um die spezifischen IgE-Antikörper an die Zellen zu binden. 
Abb. 43: Elektropherogramm der fünf untersuchten Erdnussextrakte nach Coomassie-Färbung 
(links) sowie nach Silberfärbung (rechts). M ‒ Proteinmarker 
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Durch die anschließende Stimulation mit dem Antigen, d. h. den Proteinen aus den 
Erdnussextrakten, setzten die Zellen Histamin frei, welches quantifiziert wurde. Zur 
Bestimmung der prozentualen Mediatorfreisetzung wurden die durch die einzelnen Extrakte 
freigesetzten Mengen auf die maximal freisetzbare Histaminmenge (Totalrelease) bezogen, 
die nach Zerstörung der Zellen bestimmbar ist. Je höher nun die IgE-Reaktivität eines 
Allergenextraktes ist, desto mehr Histamin wird freigesetzt (Kleine Budde et al., 2001). 
 
 
Abb. 44: Histaminfreisetzung der Extrakte roher und bei 160 °C gerösteter Erdnüsse, ermittelt an vier 
verschiedenen Allergikerseren (KSt 001, LC 002, WM 004 und KS 005). Die Konzentrationen 
spezifischer IgE gegen Erdnuss in diesen Seren sind in Klammern angegeben. m. S. – mit Schale,  
o. S. – ohne Schale 
 
Abb. 44 zeigt die Histaminfreisetzungskurven ausgewählter Erdnussproben für vier 
verschiedene Allergikerseren. Dafür wurde jeder Erdnussextrakt in mehreren Verdünnungen 
eingesetzt und die resultierenden prozentualen Histaminfreisetzungen (Histamin Release, HR) 
gegen die effektive Proteinkonzentration (bestimmt nach Kjeldahl) aufgetragen. Dabei ist ein 
kontinuierlicher Anstieg der HR-Werte bei steigenden Proteinkonzentrationen zu erwarten, 
wie es am besten an Serum KS 005 sichtbar ist. Im Gegensatz dazu zeigte das Serum 
WM 004 nur einen Anstieg der HR-Werte bis 30 %,- und bei höheren Proteinkonzentrationen 
waren fallende Werte zu verzeichnen. Dieses Serum hatte mit 5,2 kU/ml den niedrigsten 
Gehalt an spezifischen IgE. Die Antikörperkonzentration im Serum stellt einen limitierenden 
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Faktor für die Mediatorfreisetzung dar, so dass bei einer geringen Menge schnell alle 
Bindungsstellen mit dem Antigen belegt sind und auch bei weiterer Erhöhung der 
Proteinkonzentration keine Steigerung der Histaminfreisetzung mehr möglich ist. Besonders 
auffällig sind die Kurvenverläufe der Seren KSt 001 und LC 002, die mit Abstand die 
höchsten IgE-Konzentrationen aufwiesen (> 100 bzw. 64,6 kU/ml), während die HR-Werte 
nur schwach anstiegen. Dieses Phänomen wurde auch unter Verwendung der isolierten 
Allergene Ara h 1 und Ara h 2 beobachtet. Eine Ursache hierfür könnte sein, dass diese 
IgE-reichen Allergikerseren möglicherweise auch hohe Konzentrationen spezifischer 
Immunglobuline des Isotyps G4 enthielten. Diesen IgG4 werden blockierende Eigenschaften 
zugesprochen, indem sie ebenfalls spezifisch die Antigene erkennen, jedoch keine 
Degranulation bewirken. Durch diese Konkurrenz zwischen IgG4 und zellgebundenen IgE 
wird die resultierende Histaminausschüttung herabgesetzt (Drößler, 2000; Paul, 2008). 
Aus Abb. 44 wird ersichtlich, dass zwischen den Extrakten der rohen und unterschiedlich 
gerösteten Erdnüsse keine deutlichen Unterschiede in der Histaminfreisetzung und damit im 
IgE-Bindungsvermögen bestanden. Allenfalls zeigten die gerösteten Proben eine leichte 
Tendenz zur höheren Freisetzung als die rohen. Ein Großteil der Studien, die sich mit dem 
Einfluss der Röstung auf das IgE-Bindungsvermögen von Erdnüssen beschäftigen, zeigen 
vergleichbare Ergebnisse. So konnten beispielsweise Burks et al. (1992b), Koppelman et al. 
(1999) und Mondoulet et al. (2003, 2005) feststellen, dass die Extrakte roher und gerösteter 
Erdnüsse keine Unterschiede im Antikörperbindungsvermögen zeigen. Hingegen stellten 
Maleki et al. (2000a) sowie Chung & Champagne (2001) eine Erhöhung des 
IgE-Bindungsvermögens fest. Diese gegensätzlichen Daten können mehrere Ursachen haben. 
Zum einen sind die Ergebnisse vom verwendeten Testsystem, v. a. vom Extraktionsverfahren 
und der damit erzielten Ausbeute und Zusammensetzung des extrahierten Proteins abhängig. 
Des Weiteren spielen die Röstbedingungen (Temperatur und Zeit) eine entscheidende Rolle. 
Zudem diskutierten Mondoulet et al. (2005) den Einfluss der Studienpopulation und deren 
Ernährungsgewohnheiten. Demnach sind für die amerikanische Bevölkerung geröstete 
Erdnüsse relevanter als für Europäer, so dass diese auch stärker sensibilisiert gegenüber 
modifizierten Erdnussallergenen sind. Dadurch könnte die verstärkte Reaktion auf geröstete 
Erdnüsse in den (amerikanischen) Studien von Maleki et al. (2000a) sowie Chung & 
Champagne (2001) erklärt werden, während die Patienten der europäischen Studien von 
Koppelman et al. (1999) sowie Mondoulet et al. (2003, 2005) keine Unterschiede zwischen 
rohen und gerösteten Proben ergaben (Mondoulet et al., 2005). 
Anhand der bereits beschriebenen Charakterisierung der Extrakte konnte jedoch festgestellt 
werden, dass gerade in den stark gerösteten Proben das extrahierte „Protein“ zu einem 
beträchtlichen Anteil aus Nichtproteinstickstoff besteht, d. h. niedermolekularen Substanzen, 
die nicht durch IgE erkannt werden. Trotz des geringeren Anteils an potentiell IgE-reaktiven 
Proteinen bewirkten diese Extrakte eine vergleichbare oder sogar leicht höhere 
4 Ergebnisse und Diskussion 
- 148 - 
 
Abb. 45: Gegenüberstellung des Elektropherogramms der Erdnussextrakte nach Coomassie-Färbung 
(links) und des Immunoblots mit Ara h 1-Antikörpern (rechts). 1 – roh, 2 – 160 °C 15 min mit Schale, 
3 – 160 °C 25 min mit Schale, 4 – 160 °C 15 min ohne Schale, 5 – 160 °C 25 min ohne Schale, 
M ‒ Proteinmarker, rAra h 1 – rekombinantes Ara h 1 
Mediatorfreisetzung als der Extrakt der rohen Erdnuss. Dies lässt vermuten, dass die 
extrahierten Proteine durch die Röstung stärker reaktiv sind als in rohen Erdnüssen, so dass 
der Konzentrationseffekt ausgeglichen wird.  
Jedoch ist an dieser Stelle zu betonen, dass die dargestellten Daten zur Mediatorfreisetzung 
nur begrenzt Rückschlüsse auf die IgE-Reaktivität der Erdnüsse selbst zulassen. Da gezeigt 
werden konnte, dass selbst aus rohen Erdnüssen nur 50 % der enthaltenen Proteine extrahiert 
werden und der Anteil an extrahierbaren Proteinen mit der Röstung stark abnimmt, stellt sich 
die Frage, welche Rolle diese hochmolekulare, in gerösteten Erdnüssen stark glykierte 
Fraktion beim IgE-Bindungsvermögen und allergenen Potential von Erdnüssen spielt. 
 
Immunoblot 
Aufgrund der Daten zur Histaminfreisetzung lag die Vermutung nahe, dass die 
IgE-Reaktivität einzelner Erdnussproteine durch die Röstung erhöht wird. Um dies näher zu 
untersuchen, wurden Immunoblots mit den Erdnussextrakten durchgeführt. Hierbei wurden 
die Proteine zunächst elektrophoretisch getrennt und anschließend mit spezifischen 
Antikörpern inkubiert, so dass die IgE-Reaktivität der einzelnen Proteinbanden betrachtet 
werden konnte. Die Immunoblots wurden am Paul-Ehrlich-Institut in Langen von Monika 
Heilmann und Dr. Kay Fötisch durchgeführt. 
 
 
Abb. 45 zeigt den Immunoblot der untersuchten Erdnussextrakte nach Detektion mit 
monoklonalen Ara h 1-Antikörpern (rechts). Dabei war nur im Extrakt der rohen (Nr. 1) 
sowie der bei 160 °C für 15 min mit Schale gerösteten Erdnüsse (Nr. 2) eine Ara h 1-Bande 
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detektierbar, während das Allergen in den stärker gerösteten Proben nicht mehr nachweisbar 
war. Diese Resultate entsprechen dem Bild der SDS-PAGE nach Coomassie-Färbung  
(Abb. 45 links), bei der auch nur im Extrakt der am schwächsten gerösteten Probe noch die 
Bande des Ara h 1-Monomers sichtbar war, während das Allergen in den stärker gerösteten 
Proben (Nr. 3 bis 5) aufgrund der Bildung unlöslicher Oligomere nicht mehr nachgewiesen 
werden konnte. Bei Betrachtung der Extrakte 1 und 2 (roh sowie 15 min mit Schale geröstet) 
fällt auf, dass die Intensitäten der Ara h 1-Banden in etwa gleich sind, so dass davon 
auszugehen ist, dass effektiv vergleichbare Ara h 1-Konzentrationen aufgetragen wurden. Da 
auch im Immunoblot die Bandenintensitäten ähnlich sind, wird die IgE-Reaktivität des 
Ara h 1 durch die Röstung offensichtlich nicht beeinflusst. 
An dieser Stelle ist jedoch zu betonen, dass der dargestellte Immunoblot unter Verwendung 
monoklonaler Antikörper durchgeführt wurde. Monoklonale Antikörper sind gegen ein 
einziges Epitop gerichtet und lassen nur begrenzte Aussagen zum IgE-Bindungsvermögen 
von Allergenen mit mehreren verschiedenen Epitopen zu. Aus diesem Grund wurden 
zusätzlich Immunoblots mit Allergikerseren durchgeführt, welche i. d. R. verschiedene 
Antikörper enthalten, die spezifisch gegen unterschiedliche Epitope gerichtet sind 
(polyklonal). 
 
 
 
 
 
Die Immunoblots mit drei verschiedenen Allergikerseren sind in Abb. 46 dargestellt. Hierfür 
wurden Seren unterschiedlicher CAP-Klassen, d. h. mit verschiedenen IgE-Konzentrationen 
verwendet. Das aktivste Serum KSt 001 wurde bereits zum Histaminfreisetzungstest 
eingesetzt und enthält mit > 100 kU/ml eine hohe Menge spezifischer IgE gegen 
Erdnussprotein. Dies zeigt sich auch im Immunoblot, der sehr viele intensive, kaum 
Ara h 1 
Ara h 2 
roh 15 min 
m. S. 
25 min 
m. S. 
15 min 
o. S. 
25 min 
o. S. 
Abb. 46: Immunoblots der Extrakte roher und bei 160 °C gerösteter Erdnüsse unter Verwendung von 
drei verschiedenen Allergikerseren, KSt 001 (1/8), PEI 65-2 (2/9) sowie PEI 180 (3/10). 
MW ‒ Molekülmasse in kDa, M – Proteinmarker, m. S. – mit Schale, o. S. – ohne Schale 
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Abb. 47: Gegenüberstellung des Elektropherogramms der Erdnussextrakte nach Coomassie-Färbung 
(links) und des Immunoblots mit Ara h 2-Antiserum (rechts). 1 – roh, 2 – 160 °C 15 min mit Schale, 
3 – 160 °C 25 min mit Schale, 4 – 160 °C 15 min ohne Schale, 5 – 160 °C 25 min ohne Schale, 
M ‒ Proteinmarker, rAra h 2 ‒ rekombinantes Ara h 2  
voneinander getrennte Banden aufweist. Das Serum PEI 65-2 enthält deutlich weniger 
relevante Antikörper (anti-Ara h 2 14,9 kU/ml), während PEI 180 mit 0,53 kU/ml das 
schwächste Serum darstellt und dementsprechend nur vereinzelte Banden zeigt. 
Alle drei Seren zeigten nach Inkubation mit dem rohen Erdnussextrakt eine deutliche Bande 
bei ca. 66 kDa, die dem monomeren Ara h 1 zuzuordnen ist.  Diese Bande ist mit ähnlicher 
Intensität im Extrakt der für 15 min mit Schale gerösteten Probe zu sehen, während nach 
25 min nur noch das stärkste Serum eine Bande ergibt. Folglich kann gesagt werden, dass 
Ara h 1 während der Röstung schnell Oligomere bildet, aber das IgE-Bindungsvermögen des 
monomeren Ara h 1 nicht verändert wird. Diese Beobachtung steht in Einklang mit den 
Erkenntnissen von Koppelman et al. (1999), wonach Ara h 1 bei der Röstung schnell 
oligomerisiert und unlöslich wird, sein IgE-Bindungsvermögen jedoch nicht beeinflusst wird. 
 
Der Immunoblot der Erdnussextrakte nach Detektion mit Ara h 2-Antiserum ist in Abb. 47 
(rechts) dargestellt. Der linke Teil der Abbildung zeigt das Elektropherogramm nach 
Coomassie-Färbung zum Vergleich.  
 
 
Es ist ersichtlich, dass mit dem verwendeten Antiserum, wie auch mit Coomassie 
Brilliantblau, in allen Extrakten Ara h 2 detektiert werden konnte. Während die Ara h 2-
Bande in der am schwächsten gerösteten Probe (Nr. 2) im Elektropherogramm eine 
vergleichbare Intensität wie in der rohen Probe (Nr. 1) zeigte, wurde im Immunoblot eine 
deutliche Erhöhung der Intensität beobachtet. Bei drastischeren Röstbedingungen (Nr. 3 bis 5) 
trat eine Reduktion der Bandenintensität im Immunoblot ein, wobei erst die am stärksten 
[kDa] 
130 
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25 
 
 
15 
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geröstete Probe eine geringere Intensität aufwies als die rohe. Diese Abnahme kann mit der 
Senkung des Anteils an Ara h 2 im Extrakt, vermutlich aufgrund von Oligomerisierung, 
erklärt werden, die im Elektropherogramm nach Coomassie-Färbung deutlich erkennbar ist. 
Die Erhöhung der Bandenintensität im Immunoblot infolge der Röstung bei 160 °C für 
15 min mit Schale (Nr. 2) deutet auf eine Erhöhung des IgE-Bindungsvermögens des Ara h 2 
durch die Röstung hin. Jedoch können auch andere Effekte dieses Phänomen bewirken. Zum 
einen spielt die Spezifität des verwendeten Antikörpers eine Rolle. Für den Immunoblot 
wurde ein in Kaninchen entwickeltes Antiserum verwendet, wobei zur Stimulation 
rekombinantes Ara h 2 (rAra h 2) eingesetzt wurde. Zwar ist davon auszugehen, dass dieses 
korrekt gefaltet und damit identisch zu natürlichem Ara h 2 (nAra h 2) ist. Dennoch wurden 
zur Absicherung Immunoblots unter Verwendung von Allergikerseren durchgeführt, die 
spezifische Antikörper gegen nAra h 2 enthalten (Abb. 46). Dabei konnte das beobachtete 
Phänomen bestätigt werden. Während die Seren auf den rohen Erdnussextrakt nur schwach 
reagierten, wurden in den gerösteten Proben wesentlich stärkere Banden beobachtet. 
Besonders deutlich wird dies an den Seren PEI 65-2 und PEI 180. Letzteres reagierte 
überhaupt nicht auf den rohen Extrakt, während in den gerösteten Proben deutliche Ara h 2-
Banden erkennbar waren. Dies legt die Vermutung nahe, dass die IgE-Reaktivität des Ara h 2 
durch die Röstung von Erdnüssen erhöht wird. Trotzdem sind noch andere Ursachen für das 
beobachtete Phänomen in Betracht zu ziehen. Eine Möglichkeit besteht darin, dass durch die 
Röstung und die damit verbundene Umfaltung die Anfärbbarkeit der Proteine für Coomassie 
verringert wird, so dass die Konzentrationen an Ara h 2 in den Extrakten gerösteter Erdnüsse 
nur scheinbar vergleichbar oder geringer sind als in dem der rohen Erdnüsse. Tatsächlich aber 
könnte die Allergenkonzentration in den Extrakten gerösteter Erdnüsse höher sein, wodurch 
die höhere Bandenintensität nach der Detektion mit spezifischen Antikörpern resultiert.  
Eine Erhöhung des IgE-Bindungsvermögens von Ara h 2 durch Röstung konnten jedoch auch 
Mondoulet et al. (2005) zeigen. In dieser Studie wurde Ara h 2 aus rohen sowie gerösteten 
Erdnüssen isoliert und auf sein IgE-Bindungsvermögen untersucht, wobei das Allergen aus 
der gerösteten Probe deutlich reaktiver war. Hingegen wiesen die Extrakte roher und 
gerösteter Erdnüsse, wie auch in der vorliegenden Arbeit, keine Unterschiede auf. Die 
Autoren begründeten diese Resultate damit, dass sich im gesamten Erdnussextrakt aufgrund 
der komplexen Zusammensetzung die Zerstörung und die Neubildung allergener Strukturen 
gegenseitig kompensieren (Mondoulet et al., 2005). 
Unklar ist an dieser Stelle, ob die beobachteten Veränderungen in der IgE-Reaktivität durch 
die Glykierung des Ara h 2 zu erklären sind oder durch andere Reaktionen (v. a. mit 
Lipidperoxidationsprodukten) oder ob allein die hitzeinduzierte Umfaltung diesen Effekt 
erzielen kann. Um diese Fragestellung klären zu können, wurden Untersuchungen an 
isoliertem Ara h 2 durchgeführt, auf die an späterer Stelle ausführlich eingegangen wird.  
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4.2.4 Einfluss der Glykierung von isolierten Erdnussallergenen auf deren 
allergenes Potential   
 
Im vorangegangenen Kapitel wurden die Auswirkungen der Röstung auf das allergene 
Potential von Erdnüssen untersucht. Dabei wurden deutliche Hinweise auf ein erhöhtes 
IgE-Bindungsvermögen des Ara h 2 erhalten. Auf welche Reaktionen dieser Effekt 
zurückzuführen ist, konnte anhand der bisher durchgeführten Untersuchungen nicht geklärt 
werden. Aus diesem Grund wurden die Hauptallergene der Erdnuss, Ara h 1 und Ara h 2, aus 
rohen Erdnüssen isoliert und glykiert. Die Auswirkungen der Glykierung auf das allergene 
Potential wurde anhand des IgE-Bindungsvermögens mittels Immunoblot und 
Histaminfreisetzungstest beurteiltvi. (Globisch, 2010) 
 
 
4.2.4.1 Charakterisierung der isolierten Allergene 
 
Bevor auf die Glykierung der Allergene eingegangen wird, soll an dieser Stelle zunächst 
deren Isolierung und die Charakterisierung der erhaltenen Isolate beschrieben werden. Zu den 
betrachteten Charakteristika zählen Molekülmasse, isoelektrischer Punkt, Löslichkeit, 
Aminosäurezusammensetzung und die daraus berechnete Reinheit sowie das spezifische 
IgE-Bindungsvermögen. 
 
Charakterisierung des Ara h 1-Isolates 
Die Isolierung des Allergens Ara h 1 wurde in Kapitel 3.4.1 ausführlich beschrieben. Abb. 48 
zeigt die Ergebnisse der einzelnen Reinigungsschritte anhand von Elektropherogrammen. 
Dabei wurden zunächst die Proteine nach einer Methode von Chung & Champagne (1999) 
aus rohen entfetteten Erdnüssen extrahiert, deren Gehalt an Ara h 1 mittels Elektrophorese 
und Kalibrierung mit BSA auf 5,7 % (entspricht 17,6 % des Proteins) geschätzt wurde. Dies 
stimmt gut mit Angaben von Koppelman et al. (2001) überein, wonach Ara h 1 in Erdnüssen 
je nach Varietät 11 ‒ 16 % des Gesamtproteins ausmacht. Der erhaltene Proteinextrakt wurde 
anschließend einer fraktionierten Fällung mit Ammoniumsulfat unterzogen. Im Bereich 
zwischen 70 und 100 %iger Sättigung gelang dabei die Abtrennung einer Vielzahl von 
Erdnussproteinen sowie eine deutliche Anreicherung des Ara h 1. Der Gehalt des Allergens 
im Präzipitat wurde über Elektrophorese auf ca. 33 % geschätzt. Zur Entfernung der noch 
enthaltenen Verunreinigungen wurde das Ara h 1-reiche Präzipitat mittels Anionenaustausch-
chromatographie in Anlehnung an Burks et al. (1992b) gereinigt. Die erhaltene Ara h 1-
Fraktion wurde durch Dialyse von Puffersalzen befreit und gefriergetrocknet. Die 
                                                 
vi
 Teile der Daten zur Glykierung der Erdnussallergene wurden im Rahmen der wissenschaftlichen 
Abschlussarbeit von Martin Globisch (2010) erarbeitet. 
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Abb. 48: Elektropherogramme der Isolierungsschritte von Ara h 1 aus Erdnüssen nach Coomassie-
Färbung. Das gewonnene Isolat ist in nicht reduzierter (links) sowie reduzierter Form (rechts) 
dargestellt. M – Proteinmarker 
elektrophoretische Untersuchung ergab, dass das gewonnene Isolat Ara h 1 als Monomer, 
Dimer und Trimer enthielt, wobei nach Reduktion mit DTT fast ausschließlich die monomere 
Form vorlag. Die elektrophoretische Reinheit, d. h. der Anteil des Ara h 1 an der gesamten 
anfärbbaren Substanz, betrug 90 %. Im Folgenden wird das erhaltene Ara h 1-Isolat näher 
charakterisiert. (Koppelman et al., 2001) 
 
 
Mittels SDS-PAGE wurde für das Ara h 1-Monomer eine Molekülmasse von etwa 60 kDa, 
für das Dimer 131 kDa und für das Trimer 192 kDa ermittelt (Abb. 48). Dies stimmt gut mit 
Literaturdaten überein, wonach monomeres Ara h 1 eine Molekülmasse von 63,5 kDa 
aufweist (Burks et al., 1991). Das Dimer ist dementsprechend bei 127 kDa und das Trimer bei 
191 kDa zu erwarten. Neuere Studien konnten zeigen, dass Ara h 1 aus mehreren 
Isoallergenen besteht. Dabei wurden zwei unterschiedlich große Isoformen nachgewiesen, 
deren Molekülmassen auf 69 bzw. 62 kDa (ohne Glykosylierung) berechnet wurden. Bei der 
SDS-PAGE sind diese Isoformen offenbar als eine breite Bande mit einer scheinbaren 
Molekülmasse von 63,5 kDa sichtbar (Becker et al., 2011). 
Der isoelektrische Punkt wurde mittels isoelektrischer Fokussierung ermittelt (Abb. 49). 
Dabei war eine Gruppe von Hauptbanden im pI-Bereich von 4,35 bis 4,78 sichtbar, deren 
mittlerer pI von 4,55 sehr gut mit den Literaturdaten übereinstimmt (Burks et al., 1991). Des 
Weiteren war eine große Menge an anfärbbarer Substanz an der Auftragungsstelle des Gels zu 
sehen. Hierbei handelte es sich offensichtlich um Proteine, die aufgrund ihrer Molekülgröße 
fraktionierte 
Ammoniumsulfat-
Fällung  
(70-100 %) 
Anionenaustausch-
chromatographie 
M   Erdnussextrakt                Präzipitat                                 Ara h 1-Isolat 
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Abb. 49: Isoelektrische Fokussierung des isolierten Ara h 1. Die isoelektrischen Punkte (pI) der 
Markerproteine (M) sind rechts aufgeführt. 
nicht in das Gelnetzwerk eindringen konnten, vermutlich Oligomere des Ara h 1. Zudem war 
eine Vielzahl von Banden im pI-Bereich zwischen 6,0 und 6,4 zu beobachten. Hierbei könnte 
es sich um Verunreinigungen des Ara h 1-Isolates handeln, die auch nach SDS-PAGE 
sichtbar waren, jedoch nicht in so hohen Mengen zu erwarten wären. Eine andere Erklärung 
ist die Existenz verschiedener Isoformen. Auch Burks et al. (1991) zeigten das Vorhandensein 
weiterer Banden mit höheren pI-Werten, bezogen diese jedoch nicht in die Berechnung des 
mittleren pI ein.  Buschmann et al. (1996) konnten das hier beobachtete Phänomen mittels 
2D-Elektrophorese/Immunoblot bestätigen. Demnach existieren mindestens 16 Isoallergene 
des Ara h 1 mit pI-Werten zwischen 4,6 und 8,0, die sich durch posttranslationale 
Modifizierung (z. B. Glykosylierung) unterscheiden (Buschmann et al., 1996; Becker et al., 
2011).  
 
Mittels Aminosäureanalyse wurde die Aminosäurezusammensetzung des Ara h 1-Isolates 
untersucht. Diese ist in Tab. 41 aufgeführt, wobei aufgrund der Säurelabilität einiger 
Aminosäuren neben der Säurehydrolyse auch eine enzymatische Hydrolyse durchgeführt 
wurde. Die erhaltene Aminosäurezusammensetzung wurde mit der bekannten, von Burks et 
al. (1995) publizierten Aminosäuresequenz des Ara h 1 verglichen, um die Identität des 
isolierten Allergens zu bestätigen.  
 
  
M 
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9,5; 8,3 
  
8,0 
7,8 
7,4 
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Tab. 41: Vergleich der Aminosäurezusammensetzung des Ara h 1-Isolates mit der theoretischen 
Aminosäurezusammensetzung nach Burks et al. (1995). SH ‒ Säurehydrolyse, EH ‒ enzymatische 
Hydrolyse, Asx = Σ(Asn + Asp), Glx = Σ(Gln + Glu) 
Aminosäure Hydrolyse    Anteil am Gesamtprotein [%] Übereinstimmung [%] 
  Isolat Literatur  
Asx SH 11,2 11,8 95,2 
Thr EH 3,4 3,3 100,9 
Ser EH 7,3 7,0 104,6 
Glx SH 18,7 18,5 101,3 
Gly SH 7,0 7,2 97,3 
Ala AH 5,4 5,0 107,8 
Cys EH 0,7 1,2 58,6 
Val SH 5,5 5,0 111,1 
Met EH 1,4 1,0 139,6 
Ile SH 4,3 4,0 107,3 
Leu SH 6,9 6,2 112,1 
Tyr EH 1,6 1,5 108,6 
Phe SH 4,6 3,7 124,6 
His SH 3,2 2,3 138,1 
Trp EH 1,0 0,8 122,0 
Lys SH 5,8 6,0 96,1 
Arg SH 9,2 9,5 96,5 
Pro SH 5,8 6,2 94,1 
 
Die identifizierte Sequenz des von Burks et al. (1995) rekombinant hergestellten Ara h 1 
besteht aus 626 Aminosäuren, wobei inzwischen bekannt ist, dass die ersten 25 Aminosäuren 
ein Signalpeptid darstellen (UniProt_P43238; Becker et al., 2011). Signalpeptide sind für die 
Translokation synthetisierter Proteine aus dem Cytosol in die Zellorganellen von Bedeutung 
und werden nach dem Transport durch spezifische Proteasen (Signalpeptidasen) abgespalten 
(Pühler et al., 2000). In Tab. 41 ist daher die Aminosäurezusammensetzung des reifen, nur 
noch aus 601 Aminosäuren bestehenden Ara h 1 zugrunde gelegt. Es fällt auf, dass die 
experimentell ermittelten Daten größtenteils sehr gut mit den Literaturdaten übereinstimmen. 
Die größte Abweichung war bei Cystein zu beobachten, welches säurelabil und anfällig für 
Oxidationsreaktionen ist. Eine vollständige Erfassung des Cysteins ist daher schwierig. 
Zudem waren erhöhte Gehalte an Methionin, Histidin und verschiedenen hydrophoben 
Aminosäuren (Val, Leu, Phe, Trp) zu beobachten. Dies kann mit geringfügigen 
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Abb. 50: Immunoblot des isolierten Ara h 1. MW ‒ Molekülmasse in kDa, M ‒ Marker, 
mAK ‒ monoklonaler Antikörper 
Verunreinigungen des Isolates durch andere Proteine erklärt werden, die auch in der SDS-
PAGE beobachtet werden konnten (Abb. 48). 
Infolge der Quantifizierung der einzelnen Aminosäuren war es möglich, nach Umrechnung 
auf die entsprechenden Stickstoffmengen und Summierung den Proteingehalt des Isolates zu 
berechnen. Unter Einbeziehung des Faktors 6,25 wurde der Proteingehalt zu 
(89,4 ± 2,1) g/100g bestimmt, woraus sich nach Berücksichtigung der chromatographischen 
Reinheit von 90 % ein Ara h 1-Gehalt von 81 % im Isolat ergibt. Bei den Nichtprotein-
Verunreinigungen handelt es sich wahrscheinlich größtenteils um Wasser. Zudem ist es 
denkbar, dass trotz langer Dialysedauer noch geringe Mengen an Puffersalzen vorhanden 
waren, welche das Wasserbindungsvermögen des Isolates zusätzlich erhöhen und somit die 
Trocknung erschweren. 
Löslichkeitsuntersuchungen konnten zeigen, dass das isolierte Ara h 1 in Wasser sowie PBS 
nur suspendiert werden kann. Erst in Harnstofflösungen mit Konzentrationen ab 1 M konnte 
das Isolat vollständig gelöst werden. Dadurch ergaben sich enorm eingeschränkte 
Möglichkeiten zur Beurteilung des allergenen Potentials der glykierten Ara h 1-Ansätze. Da 
der Histaminfreisetzungstest Extrakte in PBS erfordert, konnte diese Methode nicht 
angewendet werden, so dass nur der Immunoblot zur Bestimmung des 
IgE-Bindungsvermögens herangezogen werden konnte. 
 
 
Um zu prüfen, ob das Allergenisolat von spezifischen Antikörpern gegen Ara h 1 erkannt 
wird, wurde ein Immunoblot durchgeführt. Dieser ist in Abb. 50 dargestellt. Dabei ist deutlich 
eine Bande bei ca. 64 kDa sichtbar, die dem Monomer entspricht, sowie eine wesentlich 
intensivere Bande bei ca. 250 kDa. Da in diesem Molmassenbereich eine genaue Bestimmung 
Tri- oder Tetramer 
Monomer 
1 mAK gegen Ara h 1 (PN-t 1) 
2 mAK gegen Bet v 6 (mP21) 
3 Pufferkontrolle 
4 Ergebnisse und Diskussion 
- 157 - 
 
Abb. 51: Elektropherogramme der Isolierungsstufen von Ara h 2 aus Erdnüssen nach Coomassie-
Färbung. Das gewonnene Isolat ist in nicht reduzierter (links) sowie reduzierter Form (rechts) 
dargestellt. M – Proteinmarker 
der Molekülmasse nicht möglich ist, kann es sich bei dieser Bande um das Trimer (191 kDa) 
oder Tetramer des Ara h 1 (252 kDa) handeln. Ersteres ist jedoch wahrscheinlicher, da die 
Bildung stabiler Trimere des Ara h 1 bereits in der Literatur bekannt ist (Shin et al., 1998; 
Maleki et al., 2000b) und auch während der SDS-PAGE eine entsprechende Bande beobachtet 
werden konnte, ein Tetramer aber nicht nachweisbar war. Hingegen war das Ara h 1-Dimer, 
welches nach SDS-PAGE mit Coomassie-Färbung die intensivste Bande im Isolat ergab, im 
Immunoblot nicht sichtbar. Da der verwendete spezifische Antikörper PN-t 1 ein 
monoklonaler Antikörper ist, d. h. nur ein einziges Epitop des Allergens erkennt, liegt die 
Vermutung nahe, dass genau dieses Epitop innerhalb des Dimers nicht zugänglich ist.  
 
Charakterisierung des Ara h 2-Isolates 
Die Isolierung des Ara h 2 aus rohen Erdnüssen erfolgte wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben. Die 
Reinigungserfolge der einzelnen Schritte sind anhand von Elektropherogrammen in Abb. 51 
veranschaulicht.  
 
 
Der Gehalt an Ara h 2 in den eingesetzten entfetteten Erdnüssen wurde auf 3,6 % (entspricht 
11,5 % des Gesamtproteins) geschätzt. Dies stimmt gut mit dem Literaturwert von 
Koppelman et al. (2001) überein, wonach der Anteil des Allergens am Erdnussprotein je nach 
Varietät 12 ‒ 16 % beträgt. Das Erdnussmehl wurde extrahiert und zunächst einer 
Gelpermeationschromatographie unterzogen, um die relevante Molmassenfraktion (bis ca. 
M   Erdnussextrakt            GPC-Fraktion                            Ara h 2-Isolat 
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Chromatographie RP-HPLC 
Ara h 2.02 
Ara h 2.01 
[kDa] 
 
212 
 
 
118 
 
 
66 
 
 
43 
 
 
29 
 
20 
 
14 
 
4 Ergebnisse und Diskussion 
- 158 - 
 
40 kDa) abzutrennen (Boldt et al., 2005). Diese Fraktion enthielt ca. 18 % Ara h 2, wobei v. a. 
niedermolekulare Proteine (ca. 15 kDa) in großer Menge enthalten waren. Diese konnten mit 
Hilfe einer RP-HPLC-Methode entfernt werden (Marsh et al., 2008). Die erhaltene 
Ara h 2-Fraktion wurde dialysiert und gefriergetrocknet. Das Elektropherogramm des 
gewonnenen Isolates zeigte deutlich fünf Hauptbanden, von denen angenommen wird, dass es 
sich um Isoallergene handelt. Davon ausgehend wurde die elektrophoretische Reinheit zu 
93 % bestimmt. 
Im Elektropherogramm des Ara h 2-Isolates waren fünf Hauptbanden sichtbar (Abb. 51). Bei 
den zwei intensivsten Banden mit 16,6 kDa bzw. 19,5 kDa handelt es sich vermutlich um die 
beiden bekannten Isoformen Ara h 2.01 und Ara h 2.02. Nach Chatel et al. (2003) hat 
Ara h 2.01 eine Molekülmasse von 16,7 kDa, während Ara h 2.02 mit 18,1 kDa eine 
zusätzlich eingeschobene Sequenz von 12 Aminosäuren aufweist. Die Identität der drei 
weniger intensiven Banden mit 18,5, 17,9 sowie 15,8 kDa kann hingegen nicht eindeutig 
geklärt werden. Zum einen können verschiedene Varianten der Ara h 2-Isoformen vermutet 
werden. Es ist bekannt, dass beide Isoformen jeweils in einer um zwei Aminosäuren 
verkürzten Form vorkommen (UniProt_Q6PSU2). Zudem weisen die beiden 
Erdnussallergene Ara h 6 (14,5 kDa) und Ara h 7 (15,8 kDa) große Homologien (38 bzw. 
43 %) zu Ara h 2 auf und sind daher als Isoformen dieses Allergens anzusehen (Kleber-Janke 
et al., 1999). Aufgrund des zweistufigen Reinigungsverfahrens ist davon auszugehen, dass die 
damit isolierten Proteine strukturell sehr ähnlich sind, so dass verschiedene Isoformen die 
Bandenvielfalt am besten erklären können. Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass auch 
andere Erdnussproteine enthalten sind. Hinsichtlich der Molekülmasse kommen hier die 
Allergene Ara h 5 (14 kDa), Ara h 8 (17 kDa), Ara h 10 (16 kDa) sowie Ara h 11 (14 kDa) in 
Frage (Kleber-Janke et al., 1999; Mittag et al., 2004; Krause et al., 2009). 
Nach Reduktion mit DTT zeigte das Ara h 2-Isolat nur noch zwei Hauptbanden, die eine 
scheinbar höhere Molekülmasse als in der nicht reduzierten Probe aufwiesen (19,4 bzw. 
22,3 kDa). Dieses Phänomen wurde bereits von Sen et al. (2002) beschrieben und damit 
begründet, dass die Reduktion zu Veränderungen der Sekundär- und Tertiärstruktur des 
Proteins führt. Dabei scheinen insbesondere die 4 Disulfidbrücken eine Rolle zu spielen.  
Bei der isoelektrischen Fokussierung wurden zwei Banden mit isoelektrischen Punkten von 
5,4 und 5,3 beobachtet (Abb. 52). Dies stimmt gut mit dem von Burks et al. (1992a) 
publizierten Literaturwert 5,2 überein. Dabei ist dem Ara h 2.01 der pI 5,4 zuzuordnen, 
während Ara h 2.02 aufgrund der eingeschobenen Sequenz etwas saurer ist. Weitere Banden 
konnten nicht beobachtet werden, was dafür spricht, dass es sich bei den zahlreichen Banden 
in der SDS-PAGE tatsächlich um verschiedene Isoformen handelt, die sich in ihren 
isoelektrischen Punkten nur wenig unterschieden. Eine Verunreinigung mit dem deutlich 
saureren Ara h 5 oder Ara h 8 wäre mittels isoelektrischer Fokussierung ebenso leicht 
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nachweisbar wie die basischen Oleosine Ara h 10 und Ara h 11 (UniProt_Q45W87; 
UniProt_Q647G5). (Burks et al., 1992a) 
 
 
Abb. 52: Isoelektrische Fokussierung des isolierten Ara h 2. Die isoelektrischen Punkte (pI) der 
Markerproteine (M) sind rechts aufgeführt. 
 
Der Vergleich der Aminosäurezusammensetzung des Ara h 2-Isolates mit Literaturdaten von 
Chatel et al. (2003) ist in Tab. 42 dargestellt. Dabei wurde berücksichtigt, dass es sich bei den 
ersten 21 Aminosäuren der angegebenen Sequenz um ein Signalpeptid handelt, welches im 
reifen Ara h 2 nicht mehr vorhanden ist (Viquez et al., 2001). Zudem ist bekannt, dass 
mehrere Prolinreste posttranslational modifiziert als Hydroxyprolin vorliegen 
(UniProt_Q6PSU2). Da es zwei Hauptisoformen des Ara h 2 gibt, wurden deren 
Aminosäurezusammensetzungen gemittelt und in Tab. 42 als Literaturwert angegeben. Es ist 
ersichtlich, dass die Anteile der meisten Aminosäuren gute Übereinstimmungen mit den 
Literaturdaten zeigen, einige aber auch deutlich abweichen. So ist Threonin in Ara h 2 gar 
nicht vorhanden, wurde aber im Isolat nachgewiesen. Andere Aminosäuren wie Alanin, Valin 
oder Lysin waren dagegen in deutlich erhöhten Mengen enthalten. Die Betrachtung der 
Aminosäurezusammensetzung der Ara h 2-Isoallergene Ara h 6 und Ara h 7 zeigte jedoch, 
dass deren Vorhandensein die Abweichungen durchaus erklären könnten (UniProt_Q9SQH1; 
UniProt_Q647G9).  
Aus den Gehalten der einzelnen Aminosäuren wurde unter Verwendung des Faktors 6,25 ein 
Proteingehalt von (91,6 ± 0,6) g/100g berechnet. Nach Einbeziehung der elektrophoretischen 
Reinheit von 93 % ergibt sich daraus ein Ara h 2-Gehalt von 85 % im Isolat. Da für den 
zweiten Reinigungsschritt mittels RP-HPLC keine Puffersalze verwendet wurden, enthielt das 
Isolat wahrscheinlich neben dem Proteinanteil nur noch Wasser. 
 
pI 
9,5; 8,3 
  
8,0 
7,8 
7,4 
6,9 
 
 
 
 
6,0 
 
5,3; 5,2 
4,5 
4,2 
3,5 
M 
Ara h 2 
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Tab. 42: Vergleich der Aminosäurezusammensetzung des Ara h 2-Isolates mit der theoretischen 
Aminosäurezusammensetzung nach Chatel et al (2003). SH ‒ Säurehydrolyse, EH ‒ enzymatische 
Hydrolyse, Asx = Σ(Asn + Asp), Glx = Σ(Gln + Glu) 
Aminosäure Hydrolyse Anteil am Gesamtprotein [%] Übereinstimmung [%] 
  Isolat Literatur  
Asx SH 11,1 11,6 96,0 
Thr EH 0,8 0,0 0,0 
Ser EH 7,7 7,3 106,0 
Glx SH 23,6 24,8 94,9 
Gly SH 5,9 5,3 112,1 
Ala SH 3,7 2,6 140,3 
Cys EH 5,9 5,3 111,7 
Val SH 1,2 0,7 181,4 
Met EH 2,4 2,0 120,4 
Ile SH 1,7 1,3 130,7 
Leu SH 7,3 7,3 100,9 
Tyr EH 3,4 3,6 94,3 
Phe SH 2,0 1,3 147,3 
His SH 1,6 1,3 108,4 
Trp EH 0,7 0,7 122,0 
Lys SH 2,2 1,3 169,4 
Arg SH 12,4 13,2 93,4 
Pro SH 5,1 4,6 110,1 
Pro-OH SH 1,1 1,7 64,2 
 
Löslichkeitsversuche haben ergeben, dass das erhaltene Ara h 2-Isolat sehr gut in Wasser 
sowie in PBS löslich ist. Somit ist die Beurteilung des IgE-Bindungsvermögens, im 
Gegensatz zu Ara h 1, problemlos mittels Histaminfreisetzungstest möglich. Im Immunoblot 
mit Kaninchen-Antiserum gegen Ara h 2 wurde eine intensive Doppelbande mit der für 
Ara h 2 charakteristischen Molekülmasse um 16 kDa detektiert (Abb. 53). Somit wurde 
bestätigt, dass das gewonnene Isolat von spezifischen Antikörpern erkannt wird. 
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Abb. 53: Immunoblot des isolierten Ara h 2. MW ‒ Molekülmasse in kDa, M ‒ Marker 
 
Die nachfolgende Tab. 43 gibt zusammenfassend die wichtigsten Charakteristika der 
gewonnenen Allergenisolate wieder. Diese zeigen deutlich, dass die Isolierung der Allergene 
Ara h 1 und Ara h 2 in hoher Reinheit gelungen ist. Mit Hilfe der Immunoblots konnte deren 
Identität zweifelsfrei belegt werden. 
 
Tab. 43: Übersicht über die Eigenschaften der Allergenisolate 
Eigenschaft Ara h 1-Isolat Ara h 2-Isolat 
Molekülmasse  
(nach SDS-PAGE) 
Monomer: 60 kDa 
Dimer: 131 kDa 
Trimer: 192 kDa 
Ara h 2.01: 16,6 kDa 
Ara h 2.02: 19,5 kDa 
vermutlich verschiedene 
Isoallergene mit 15,8 bis 
18,5 kDa 
elektrophoretische Reinheit 91 % 93 % 
Proteingehalt  
(nach ASA, N x 6,25) 
89,4 % 91,6 % 
Allergengehalt im Isolat 81 % 85 % 
isoelektrischer Punkt 4,55 
zahlreiche Banden mit höherem 
pI  vermutlich Isoallergene 
Ara h 2.01: 5,4 
Ara h 2.02: 5,3 
Löslichkeit in Harnstofflösung ab 1 M; 
unlöslich in Wasser sowie PBS 
in Wasser sowie PBS 
IgE-Bindungsvermögen  
(nach Immunoblot) 
vorhanden vorhanden 
 
 
1 Kaninchen-Antiserum gegen Ara h 2 (K003) 
2 Negativkontrolle Kaninchenserum 
3 Pufferkontrolle 
Ara h 2 
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4.2.4.2 Wahl der Inkubationsbedingungen zur Glykierung der Allergene 
 
Die Glykierung der Erdnussallergene sollte möglichst realitätsnah in Anlehnung an die 
Röstung von Erdnüssen durchgeführt werden. Im Folgenden werden die wichtigsten 
Parameter der Glykierung, Zuckerkomponente, Temperatur und Zeit sowie weitere 
Inkubationsbedingungen aufgeführt und die Auswahl begründet.  
 
Zuckerkomponente 
Zur Inkubation wurde ein Gemisch aus Glucose und Fructose gewählt, da diese beiden 
Monosaccharide die mengenmäßig relevanten reduzierenden Zucker in Erdnüssen darstellen 
(Tharanathan et al., 1975; Vercellotti et al., 1995). Obwohl in beiden Studien ein 
Glucose/Fructose-Verhältnis von ungefähr 2 + 1 beobachtet wurde, unterschieden sich die 
Absolutgehalte dieser Zucker in rohen Erdnüssen deutlich. Während Tharanathan et al. 
(1975) mittels Papierchromatographie in entfettetem Erdnussmehl 0,8 % Glucose und 0,4 % 
Fructose bestimmten (entspricht ca. 0,4 % Glucose sowie 0,2 % Fructose in der Erdnuss), 
betrugen die von Vercellotti et al. (1995) mittels Gaschromatographie ermittelten Gehalte nur 
ca. ein Fünftel. Ursachen hierfür können in den angewendeten Methoden liegen, aber auch 
sortenabhängige Unterschiede in der Zusammensetzung von Erdnüssen spielen eine 
wesentliche Rolle (Tharanathan et al., 1975). Daher wurde zunächst der Gehalt der beiden 
Monosaccharide in den hier verwendeten rohen Erdnüssen untersucht und zu (12,0 ± 2,9) mg 
Glucose sowie (6,4 ± 0,8) mg Fructose in 100 g Erdnuss bestimmt. Es wird deutlich, dass wie 
in der Literatur beschrieben ein Glucose/Fructose-Verhältnis von 2 + 1 vorlag, so dass dieses 
Verhältnis auch für die Glykierung der isolierten Allergene verwendet wurde. 
Die Anwendung des gleichen Verhältnisses von Glucose + Fructose zu Protein wie in 
Erdnüssen wurde aufgrund folgender Überlegungen als nicht sinnvoll erachtet: Ausgehend 
von der Annahme, dass bei der Maillard-Reaktion ein Zuckermolekül mit genau einer 
Lysinseitenkette reagiert, könnte in den vorliegenden Erdnüssen mit den Gehalten an Glucose 
und Fructose eine maximale Lysinblockierung von 0,96 % erreicht werden. Tatsächlich 
konnten jedoch Lysinmodifizierungsraten bis 5,1 % beobachtet werden (Kapitel 4.2.3.1), und 
auch die Reaktion von Argininseitenketten ist wahrscheinlich. Auch wenn die 
zuckerinduzierte  Quervernetzung zwischen Aminosäureseitenketten nicht auszuschließen ist, 
können die in den Erdnüssen ermittelten Modifizierungsraten nicht durch die Gehalte an frei 
vorliegender Glucose und Fructose erklärt werden. Folglich müssen weitere Kohlenhydrate 
eine wichtige Rolle spielen. Erdnüsse enthalten ca. 5,5 % Stärke (Souci et al., 2008), die als 
Reaktionspartner durchaus in Frage kommt. So ist es möglich, dass terminale 
Glucosemoleküle der Stärke mit freien Aminogruppen aus Proteinen reagieren können. 
Resmini & Pellegrino (1994) zogen derartige Reaktionen in getrockneter Pasta in Betracht. 
Zudem ist die Freisetzung reduzierender Zucker im Zuge eines thermischen Stärkeabbaus 
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während der Erdnussröstung denkbar. Kroh et al. (1996) beobachteten dies bei der 
Modellerhitzung von Stärke schon bei 180 °C für 30 min, was relevante Bedingungen für die 
Röstung von Erdnüssen darstellt. Dabei kam es vor allem zur Freisetzung von Glucose und 
verschiedenen Maltooligosacchariden aus zwei bis sieben Glucoseeinheiten.  
Da in Erdnüssen die Stärke selbst als Reaktionspartner fungieren kann bzw. eine thermisch 
bedingte Freisetzung reduzierender Zucker möglich ist, konnte das tatsächliche Verhältnis 
zwischen reaktiven Kohlenhydraten und freien Aminogruppen nicht abgeschätzt werden. 
Daher wurde ein vereinfachtes Modell gewählt, indem das Glucose-Fructose-Gemisch (2 + 1) 
in äquimolarem Verhältnis zum Summengehalt an Lysin und Arginin eingesetzt wurde. Da 
ein solches Verhältnis in Erdnüssen wahrscheinlich nicht vorliegt, wurde zusätzlich ein 
Ansatz mit Zuckerunterschuss, d. h. mit halbierter Zuckermenge durchgeführt. Um eine mit 
Erdnüssen vergleichbar starke Pyrralinbildung zu induzieren, wurde diesem Ansatz die 
Vorstufe 3-Desoxyglucosulose (3-DG) zugesetzt. 
 
Temperatur und Zeit 
Die Inkubation sollte möglichst nah an den üblichen Röstbedingungen erfolgen, wobei jedoch 
die Löslichkeit des glykierten Proteins gewährleistet sein musste, um die im Anschluss 
geplanten immunologischen Untersuchungen möglich zu machen. Daher wurden zunächst 
Erhitzungsversuche mit isoliertem Ara h 1 ohne Zuckerzusatz bei verschiedenen 
Temperaturen (100 ‒ 170 °C) für je 15 min durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass das 
Allergen bis 120 °C seine Löslichkeit beibehielt, bei höheren Temperaturen jedoch eine starke 
Aggregation und damit verbunden eine schlechte Löslichkeit selbst in 6 M Harnstoff zu 
beobachten war (Globisch, 2010). Derartige Ansätze wären für spätere immunologische 
Untersuchungen unbrauchbar, so dass ausschließlich Inkubationen bei 100 sowie 120 °C 
durchgeführt wurden. Aufgrund der geringen Ausbeute bei der Isolierung wurde Ara h 2 nur 
bei 100 °C behandelt. 
 
Inkubationsbedingungen 
Die Inkubationen erfolgten in Anlehnung an die Bedingungen in Erdnüssen trocken bei 
neutralem pH-Wert. Dazu wurden Protein und Zucker in Puffer gelöst, gefriergetrocknet und 
anschließend inkubiert. Auf die Verwendung von Cellulose als Trägermaterial wurde 
verzichtet, da ein Eingriff in das Reaktionsgeschehen (z. B. durch thermischen Abbau) nicht 
ausgeschlossen werden konnte.  
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4.2.4.3 Glykierung des Ara h 1 
 
Chemische Charakterisierung des glykierten Ara h 1 
Die verschiedenen Inkubationsansätze des Ara h 1 wurden hinsichtlich der Bildung von 
ε-Fru-Lys und Pyrralin sowie des Verlustes an Lysin und Arginin untersucht. Die Ergebnisse 
der Lysinderivatisierung sind in Abb. 54 dargestellt. Da im unbehandelten Allergenisolat 
keinerlei MRP nachweisbar waren, konnte dessen Lysingehalt unmittelbar als Bezugsgröße 
zur Berechnung der Modifizierungsrate verwendet werden. In den behandelten Proben wurde 
der nach Säurehydrolyse ermittelte Lysingehalt um den Anteil des aus dem AP freigesetzten 
Lysins korrigiert. 
 
 
Abb. 54: Lysinmodifizierung in den Ara h 1-Inkubationsansätzen in mmol/mol Lysin, unterschieden 
nach ε-Fru-Lys, Pyrralin und unbekannten MRP. Blind – ohne Zuckerzusatz, Z. – Zucker, 
äq. ‒ äquimolar, U. – Unterschuss mit 3-DG-Zusatz 
 
Aus Abb. 54 wird ersichtlich, dass es bereits während der Erhitzung des Ara h 1 in 
Abwesenheit reduzierender Zucker („100 °C“ Blind bzw. „120 °C Blind“) zu einer 
Lysinmodifizierung von 9,7 bzw. 15,4 mmol/mol Lysin durch Glykierung kam. Eine 
mögliche Erklärung hierfür ist die Tatsache, dass Ara h 1 ein Glycoprotein darstellt. Dabei ist 
an die Asparaginseitenkette in Position 521 über N-Acetylglucosamin ein Glykan gebunden, 
wobei die Strukturen Man5-6GlcNAc2 sowie Man3-4XylGlcNAc2 identifiziert wurden 
(UniProt_P43238; Kolarich & Altmann, 2000). Diese Glykane sind offenbar an 
Glykierungsreaktionen beteiligt. 
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Die Inkubation des Ara h 1 mit äquimolarem Zuckerzusatz bei 100 °C bewirkte eine 
Lysinmodifizierung von ca. 200 mmol/mol Lysin, die zu zwei Drittel durch ε-Fru-Lys 
erklärbar war. Eine Reduzierung der Zuckermenge sowie der Zusatz von 3-DG bewirkte 
erwartungsgemäß eine insgesamt niedrigere Lysinblockierung (75 mmol/mol Lysin) sowie 
eine nennenswerte Bildung des AGEs Pyrralin (5 mmol/mol Lysin). Im äquimolaren Ansatz 
bei 120 °C wurde die Lysinmodifizierung im Vergleich zu 100 °C noch auf 
250 mmol/mol Lysin erhöht, wobei auch hier ε-Fru-Lys die tragende Rolle spielte, während 
Pyrralin kaum gebildet wurde. Veränderungen im Arginingehalt konnten nicht festgestellt 
werden. Eine Derivatisierung von Argininseitenketten tritt erst in der fortgeschrittenen Phase 
der Maillard-Reaktion unter Beteiligung zahlreicher α-Dicarbonylverbindungen auf (Alt & 
Schieberle, 2005). Der hohe Anteil an AP sowie die geringen Mengen des AGEs Pyrralin 
verdeutlichen, dass in den Inkubationsansätzen die frühe Phase der Glykierung im 
Vordergrund stand, so dass noch nicht genügend Reaktionspartner für eine signifikante 
Argininmodifizierung vorhanden waren. 
An dieser Stelle ist festzuhalten, dass in den Inkubationsansätzen des Ara h 1, im Gegensatz 
zu gerösteten Erdnüssen, die Lysinblockierung zu einem großen Teil durch die gemessenen 
MRP erklärt werden konnte. Diese Tatsache macht noch einmal deutlich, dass in Erdnüssen 
weitere Inhaltsstoffe neben reduzierenden Zuckern maßgeblich an der Proteinmodifizierung 
beteiligt sein müssen. Der Gehalt an Pyrralin lag lediglich im Ansatz mit Zuckerunterschuss 
und 3-DG-Zusatz im Bereich moderat gerösteter Erdnüsse (z. B. 160 °C für 15 min ohne 
Schale). Jedoch überstieg die AP-Konzentration die in Erdnüssen gemessenen Werte um ein 
Vielfaches. Insgesamt stellte die Inkubation bei 100 °C mit Zuckerunterschuss das am besten 
geeignete Modell für geröstete Erdnüsse dar. Die während der Röstung von Erdnüssen 
auftretende Glykierung konnte nicht vollständig simuliert werden, was sicher mit der 
komplexen Zusammensetzung von Erdnusskernen zu begründen ist. So dient die Matrix als 
Hitzebarriere und schützt die Erdnussproteine vor thermisch induzierter Schädigung. Zudem 
ist das Eingreifen anderer Inhaltsstoffe in das Reaktionsgeschehen, v. a. durch 
Lipidperoxidationsprodukte, sehr wahrscheinlich (Kapitel 4.2.3.1). Allerdings muss an dieser 
Stelle bedacht werden, dass nur Daten zur Glykierung des gesamten Erdnussproteins 
vorliegen, jedoch keine Aussagen zur Modifizierung der Allergene Ara h 1 und Ara h 2 in 
gerösteten Erdnüssen getroffen werden können. 
Neben der Aminosäuremodifizierung und der Bildung von MRP wurden die 
Inkubationsansätze des Ara h 1 mittels SDS-PAGE untersucht, um Informationen zu 
Quervernetzungs- sowie Abbaureaktionen zu erhalten. Abb. 55 zeigt das Elektropherogramm 
der Proben. Die Monomer-Oligomer-Zusammensetzung der Ansätze ist in Abb. 56 
dargestellt.  
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Abb. 55: Elektropherogramm der inkubierten Ara h 1-Ansätze in nicht reduzierter (links) sowie 
reduzierter Form (rechts). Blind – ohne Zuckerzusatz, Z. – Zucker, M – Proteinmarker 
Es ist deutlich sichtbar, dass die Inkubation des Ara h 1 bei 100 °C eine intermolekulare 
Quervernetzung bewirkte. So waren zwar im unbehandelten Protein bereits Monomer (ca. 
62 kDa) und Dimer (ca. 128 kDa) in vergleichbaren Anteilen sowie ein geringer Anteil 
Trimer (ca. 190 kDa) vorhanden, jedoch waren diese Oligomere vollständig reduzierbar, d. h. 
reversibel über Disulfidbrücken verknüpft. Hingegen führte die Erhitzung ohne Zucker zu 
einer Verstärkung der Trimerbande sowie zum Auftreten einer Tetramerbande (ca. 250 kDa). 
Nach Behandlung mit DTT blieb ein deutlicher Anteil an nichtreduzierbaren, d. h. kovalent 
quervernetzten Dimeren zurück. Dieses Phänomen steht in Einklang mit der Beobachtung, 
dass auch in Abwesenheit reduzierender Zucker bereits Glykierungsprodukte gebildet wurden 
und ist durch die Glykosylierung des Proteins erklärbar. Bei Erhitzung mit äquimolarem 
Zuckerzusatz war eine weitere Zunahme mit DTT reduzierbarer Tetramere bzw. 
nichtreduzierbarer Dimere zu beobachten, die beim unterschüssigen Zusatz nochmals 
gesteigert werden konnte. Durch die Zugabe des reaktiven α-Dicarbonyls 3-DG wurde in 
diesem Ansatz die fortgeschrittene Maillard-Reaktion forciert, so dass der höchste 
Quervernetzungsgrad erreicht wurde. 
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1        2       3        4       5       M       6       7        8       9      10 
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2/7 100 °C + Z. 
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3/8 100 °C + Z. 
(Unterschuss 
+ 3-DG) 
 
4/9 120 °C Blind 
 
5/10 120 °C + Z. 
(äquimolar) 
nicht reduziert reduziert 
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Abb. 56: Anteile von Monomer und Oligomeren in den inkubierten Ara h 1-Ansätzen in nicht 
reduzierter (links) und reduzierter Form (rechts). Blind – ohne Zuckerzusatz, Z. – Zucker, 
äq. ‒ äquimolar, U. – Unterschuss mit 3-DG-Zusatz 
 
Koppelman et al. (1999) konnten bereits feststellen, dass isoliertes Ara h 1 während der 
Erhitzung die gleichen strukturellen Veränderungen erfährt wie in Erdnüssen bei der Röstung. 
Einzig die für die Denaturierungsreaktionen notwendigen Temperaturen unterscheiden sich 
zwischen isoliertem Protein (85 °C) und Erdnüssen (90 bis 110 °C). Dabei wurde neben einer 
stärkeren Strukturierung durch Erhöhung des Anteils an β-Strukturen die Bildung stabiler Di- 
und Trimere sowie höherer Oligomere beobachtet (Koppelman et al., 1999). 
Im Gegensatz dazu war in den Ansätzen bei 120 °C, unabhängig von der Anwesenheit 
reduzierender Zucker, ein starker Abbau des Ara h 1 zu verzeichnen. Neben Monomeren 
waren nur Dimere, jedoch keine höheren Oligomere sichtbar, und diese konnten durch 
Behandlung mit DTT vollständig reduziert werden. Die Tatsache, dass ein solches 
Abbauverhalten nicht in gerösteten Erdnüssen beobachtet wurde, ist wahrscheinlich dadurch 
zu erklären, dass die Erdnussmatrix als Hitzebarriere dient und sich somit schützend auf die 
Proteine auswirkt. Auch Maleki et al. (2000a) berichteten von einer thermisch induzierten 
Degradation des Ara h 1, die jedoch nur in Abwesenheit reduzierender Zucker stattfand. War 
Zucker zugegen, kam es zur kovalenten Modifizierung und Quervernetzung. Dies liegt 
wahrscheinlich an den unterschiedlichen Bedingungen der Hitzebehandlung. Während Maleki 
et al. (2000a) das Allergen in Lösung bei 55 °C für 10 Tage inkubierten, ist die hier gewählte 
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Abb. 57: Immunoblots der bei 100 °C inkubierten Ara h 1-Proben unter Verwendung von PN-t 1. 
MW – Molekülmasse in kDa, M – Proteinmarker, Blind – ohne Zuckerzusatz 
Methode der trockenen Erhitzung nicht nur näher an üblichen Röstbedingungen, sondern auch 
drastischer. Zudem lag in den Studien von Maleki et al. (2000a) ein ca. 100-facher 
Zuckerüberschuss vor, wodurch wahrscheinlich Reaktionen von Proteinseitenketten 
gegenüber Proteinspaltungen deutlich bevorzugt stattfanden. 
 
Immunologische Untersuchung des glykierten Ara h 1 
Zur Untersuchung des Einflusses der verschiedenen Inkubationen auf das allergene Potential 
des Ara h 1 wurden die Ansätze von Dr. Kay Fötisch am Paul-Ehrlich-Institut in Langen 
mittels Immunoblot analysiert. Eine Quantifizierung des IgE-Bindungsvermögens mittels 
Histaminfreisetzungstest war aufgrund der schlechten Löslichkeit des Allergens in PBS nicht 
möglich. 
 
 
Für den Immunoblot wurden zunächst monoklonale Antikörper aus Mäusen (PN-t 1) 
herangezogen. Die erhaltenen Blots sind in Abb. 57 dargestellt. Es ist ersichtlich, dass infolge 
einer Hitzebehandlung bzw. Glykierung weder eine Verringerung noch eine Erhöhung des 
IgE-Bindungsvermögens festzustellen war. Dabei fällt auf, dass in allen Proben die Bande des 
Trimers wesentlich intensiver war als die des Monomers, während bei der SDS-PAGE mit 
Coomassie-Färbung die Trimerbande nur sehr schwach ausgeprägt war (Abb. 57). Dies ist 
damit zu begründen, dass das für den eingesetzten Antikörper spezifische Epitop im Trimer 
dreimal vorhanden ist, so dass mehr Antikörper gebunden werden können und damit die 
Detektionsreaktion intensiver ausfällt. Das Dimer war, obwohl nach Coomassie-Färbung in 
gleicher Intensität wie das Monomer sichtbar, im Immunoblot nicht nachweisbar. Vermutlich 
ist das bedeutende Epitop in der dimerern Form sterisch gehindert und kann deswegen vom 
Antikörper nicht erfasst werden. Einzig im Ansatz mit 3-DG (Bahn 4) konnte auch das Dimer 
nachgewiesen werden. Möglicherweise bewirkte dieses reaktive Dicarbonyl strukturelle 
Veränderungen, z. B. durch intramolekulare Quervernetzung, so dass das Epitop auch im 
Dimer für die Antikörper zugänglich wurde. 
1 2 3 4 
Monomer 
Dimer 
Trimer 
1 unbehandelt 
2 100 °C Blind 
3 100 °C + Zucker (äquimolar) 
4 100 °C + Zucker (Unterschuss + 
3-DG) 
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Abb. 58: Immunoblots der bei 100 °C inkubierten Ara h 1-Proben unter Verwendung von 
Allergikerseren. MW – Molekülmasse in kDa, M – Proteinmarker, Blind – ohne Zuckerzusatz, 
Z. – Zucker  
Monoklonale Antikörper erfassen nur ein einziges Epitop und lassen damit nur begrenzte 
Aussagen zum IgE-Bindungsvermögen zu. Bisher sind 23 Sequenzepitope des Ara h 1 
bekannt, und nach Maleki et al. (2000b) erkennt der Großteil der Erdnussallergiker 
mindestens fünf dieser Epitope. Daher wurden zusätzlich Immunoblots mit Allergikerseren 
durchgeführt. 
 
 
Die Immunoblots nach Detektion mit Seren verschiedener Erdnussallergiker (KSt 001, 
LC 002, WM 004, KS 005) sind in Abb. 58 zu sehen. Allgemein ist zu erkennen, dass die 
Intensitäten der Allergenbanden mit den Gehalten an ermittelten spezifischen IgE gegen 
Ara h 1 (siehe Kapitel 3.7.2, Tab. 35) einhergehen. So zeigte Serum KSt 001 (jeweils Bahn 1) 
mit dem höchsten IgE-Gehalt (81,6 kU/ml) die intensivsten Banden, wobei neben Monomer 
und Trimer auch das Dimer des Ara h 1 nachweisbar war. Letzteres war ebenfalls mit den 
Seren LC 002 (23,6 kU/ml, Bahn 2) und KS 005 (2,79 kU/ml, Bahn 4) detektierbar, wobei die 
Banden entsprechend schwächer waren. Das Serum mit dem geringsten IgE-Gehalt von 
0,51 kU/ml, WM 004 (Bahn 3), zeigte hingegen nur eine schwache Monomer- und eine 
deutliche Trimerbande. Bahn 5 zeigt als Negativkontrolle erwartungsgemäß keine 
Ara h 1-Banden, da hier das Serum eines Nichtallergikers (PEI 231-6) eingesetzt wurde. 
Hinsichtlich des IgE-Bindungsvermögens des Ara h 1 waren zwischen den verschiedenen 
Inkubationsansätzen keine wesentlichen Unterschiede sichtbar. Lediglich bei 3-DG-Zusatz 
zeigten sich geringfügige Abweichungen. So konnte bei Verwendung des schwächsten 
Serums WM 004 (jeweils Bahn 3) im Gegensatz zu den anderen Ansätzen keine 
Monomerbande mehr detektiert werden. Dafür war aber, wie schon anhand der monoklonalen 
Antikörper gezeigt wurde, das Dimer sichtbar. Zwar könnten hier 3-DG-induzierte 
Umfaltungsreaktionen vermutet werden, die zur Maskierung von Epitopen im Monomer 
Monomer 
Trimer 
Dimer 
1 KSt 001 
2 LC 002 
3 WM 004 
4 KS 005 
5 PEI 231-6 
unbehandelt 100 °C Blind 100 °C + Z. 
(äquimolar) 
100 °C + Z. 
(Unterschuss) 
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sowie zu deren Freilegung im Dimer führen. Dieser Effekt konnte allerdings anhand der drei 
stärkeren Seren nicht bestätigt werden. Folglich kann gesagt werden, dass weder die 
Hitzebehandlung noch die Glykierung, eine wesentliche Veränderung der IgE-Reaktivität des 
Ara h 1 bewirken. Dies steht in Einklang mit den Untersuchungen der Erdnussextrakte, die 
keine Veränderungen im Antikörperbindungsvermögen des Ara h 1 infolge der Röstung 
ergaben (Kapitel 4.2.3.3). 
Damit werden die Ergebnisse von Koppelman et al. (1999) bestätigt, die zwar erhebliche 
strukturelle Veränderungen des Ara h 1 sowohl bei der isolierten Erhitzung als auch bei der 
Röstung beobachteten, jedoch ohne Konsequenzen auf die IgE-Bindungseigenschaften. 
Gegensätzliche Daten lieferten die Studien von Maleki et al. (2000a), die sich mit der 
Glykierung von Erdnussallergenen beschäftigten. Dabei wurde isoliertes Ara h 1 mit 
verschiedenen reduzierenden Zuckern inkubiert, wodurch das IgE-Bindungsvermögen in 
Abhängigkeit von der Zuckerart 2,2- bis 5,4-fach erhöht wurde. Die verwendeten 
Bedingungen waren jedoch von realen Röstbedingungen weit entfernt. Zum einen wurden die 
Inkubationen in Lösung bei 55 °C über mehrere Tage  durchgeführt, zum anderen lag ein ca. 
100-facher Zuckerüberschuss vor, so dass andere Reaktionen im Vordergrund stehen als bei 
der Röstung von Erdnüssen. Zum Ausmaß der Glykierung und zum Produktspektrum wurden, 
abgesehen vom immunologischen Nachweis von CML und AGEs, keine Aussagen getroffen. 
Neben der fehlenden Vergleichbarkeit der Inkubationsbedingungen ist zu betonen, dass in der 
erwähnten Studie eine 90-fache Erhöhung des IgE-Bindungsvermögens von Erdnussextrakten 
infolge der Röstung beobachtet wurde (Maleki et al., 2000a), während in der vorliegenden 
Arbeit keine Erhöhung festgestellt werden konnte. Wie bereits in Kapitel 4.2.3.3 erörtert, 
könnten die Unterschiede an den Studienpopulationen liegen. Mondoulet et al. (2005) stellten 
aufgrund der Beobachtung solcher widersprüchlicher Ergebnisse die Vermutung auf, dass 
amerikanische Erdnussallergiker aufgrund des landestypisch hohen Verzehres gerösteter 
Erdnussprodukte stärker auf entsprechend modifizierte Proteine sensibilisiert sind. Dies 
würde erklären, warum in der Studie von Maleki et al. (2000a) die Seren der amerikanischen 
Probanden auf geröstete Erdnussproteine bzw. glykiertes Ara h 1 wesentlich stärker 
ansprachen als auf rohe Erdnüsse bzw. das unbehandelte Allergen. 
Auch die bei 120 °C inkubierten Ara h 1-Proben, die nach SDS-PAGE mit Coomassie-
Färbung einen starken proteolytischen Abbau zeigten, wurden mittels Immunoblot untersucht. 
Zur Detektion kamen verschiedene Allergikerseren sowie der Ara h 1-spezifische 
monoklonale Antikörper PN-t 1 zum Einsatz. Die erhaltenen Blots sind in Abb. 59 dargestellt. 
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Abb. 59: Immunoblots der bei 120 °C inkubierten Ara h 1-Proben unter Verwendung von 
Allergikerseren sowie PN-t 1. MW – Molekülmasse, M – Proteinmarker, Z. – Zucker, Blind – ohne 
Zuckerzusatz 
Es ist ersichtlich, dass mittels Allergikerseren in der Blindprobe sowie im Ansatz mit 
Zuckerzusatz eine deutliche Monomerbande, jedoch keine Oligomere detektiert wurden. 
Zudem sind zahlreiche IgE-reaktive Peptide sichtbar, d. h. trotz proteolytischen Abbaus geht 
das allergene Potential nicht verloren. Trotzdem wurden offensichtlich auch Epitope 
gespalten, wie bei Betrachtung der Bahnen mit PN-t 1 (Bahn 5 und 11) sichtbar wird. Keines 
der entstandenen Spaltpeptide wurde durch den monoklonalen Antikörper erkannt, was 
bedeutet, dass das zugehörige Epitop bereits abgebaut wurde. Da ein solcher Abbau des 
Ara h 1 während der Röstung von Erdnüssen, selbst bei Temperaturen bis 180 °C, nicht 
beobachtet werden konnte, ist davon auszugehen, dass das Allergen nur in isolierter Form 
anfällig für Abbaureaktionen ist, innerhalb der Erdnussmatrix jedoch intakt bleibt. Die Matrix 
dient dabei offensichtlich als Hitzeschutz und verlangsamt die Wärmeübertragung ins Innere 
des Erdnusskerns. Da Erdnüsse einen Wasseranteil von 8 – 9 % aufweisen, der auch während 
der Trocknung nicht merklich sinkt (Souci et al., 2008), ist davon auszugehen, dass innerhalb 
des Erdnusskerns die Temperatur lange bei ca. 100 °C bleibt und die angestrebte Temperatur 
bis 180 °C nur auf die äußere Schicht wirkt. Zudem werden durch das Vorhandensein 
weiterer Reaktionspartner, v. a. Fett, andere Reaktionen gegenüber der Proteolyse bevorzugt. 
 
 
4.2.4.4 Glykierung des Ara h 2 
 
Chemische Charakterisierung des glykierten Ara h 2 
Die verschiedenen Inkubationsansätze des Ara h 2 wurden wie das glykierte Ara h 1 
(Kapitel 4.2.4.3) auf ihre Gehalte an ε-Fru-Lys und Pyrralin sowie den Gesamtverlust an 
Lysin und Arginin untersucht. Dabei wurden keine wesentlichen Veränderungen im 
1/7 KS 005 
2/8  PEI 163 
3/9 PEI 231-6 
5/11 PN-t 1 
120 °C Blind 120 °C + Z. 
(äquimolar) 
Monomer 
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Arginingehalt festgestellt. Wie bereits für das Ara h 1 diskutiert, stand in den Ansätzen 
offensichtlich noch die frühe Phase der Glykierung im Vordergrund, während die 
Modifizierung von Arginin v. a. in der fortgeschrittenen Phase in Gegenwart von reaktiven 
α-Dicarbonylen abläuft (Alt & Schieberle, 2005). Die Daten zur Lysinmodifizierung sind in 
Abb. 60 dargestellt. Es ist ersichtlich, dass bereits in Abwesenheit von Zucker 
(„100 °C Blind“) eine Lysinmodifizierung von 41 mmol/mol erreicht wurde, die aber nicht 
durch die untersuchten Glykierungsprodukte erklärbar war. Im Gegensatz zu Ara h 1 ist 
Ara h 2 nicht glykosyliert, so dass eine Glykierung ohne Zusatz reduzierender Zucker nicht 
möglich ist. Zwar hatten Burks et al. (1992a) bei der Identifizierung dieses Allergens 
postuliert, dass es sich um ein Glykoprotein mit einem Kohlenhydratanteil von 20 % handelt. 
Li et al. (2010) konnten dies allerdings in einer neueren Studie mittels LC-MS/MS 
widerlegen. (Li et al., 2010) 
 
 
Abb. 60: Lysinmodifizierung in den Ara h 2-Inkubationsansätzen in mmol/mol Lysin, unterschieden 
nach ε-Fru-Lys, Pyrralin und unbekannten MRP. Blind – ohne Zuckerzusatz, Z. – Zucker, 
äq. ‒ äquimolar, U. – Unterschuss mit 3-DG-Zusatz 
 
Die Ara h 2-Probe mit äquimolarem Zuckerzusatz wies eine Lysinmodifizierung von 
151 mmol/mol auf, die nur zu einem Viertel durch ε-Fru-Lys erklärt werden konnte, während 
Pyrralin gar nicht gebildet wurde. Nach Inkubation mit 3-DG wurde eine etwas höhere 
Lysinmodifizierung von 165 mmol/mol bestimmt, wobei der ε-Fru-Lys-Gehalt nur leicht 
abnahm, während ein Pyrralingehalt von 7 mmol/mol Lysin messbar war. Insgesamt ist zu 
sagen, dass die Inkubationsansätze des Ara h 2 ähnliche Lysinderivatisierungen aufwiesen 
wie die Ara h 1-Proben. Diese konnten jedoch nur zu max. einem Viertel durch die 
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gemessenen MRP erklärt werden. Folglich müssen im Ara h 2 andere Reaktionen im Zuge der 
Maillard-Reaktion relevanter sein.  
Die gesamte Lysinmodifizierung der Ara h 2-Ansätze lag im Bereich schwach gerösteter 
Erdnüsse (z. B. 160 °C für 10 min mit sowie ohne Schale, Kapitel 4.2.3.1), während die 
Gehalte an ε-Fru-Lys dreimal so hoch waren wie die maximalen Gehalte in gerösteten 
Erdnüssen. Die durch Pyrralin verursachte Lysinderivatisierung im 3-DG-haltigen Ansatz 
entsprach dagegen den Gehalten in moderat gerösteten und damit für die Ernährung 
relevanten Proben (z. B. 160 °C für 20 min mit Schale). Somit stellt dieser Ansatz, wie auch 
beim Ara h 1, das am besten geeignete Modell für die Erdnussröstung dar. 
 
 
 
 
 
Mittels SDS-PAGE wurde untersucht, ob auch Ara h 2 hitze- bzw. zuckerinduziert Oligomere 
bildet. Das in Abb. 61 dargestellte Elektropherogramm zeigt, dass dies nicht der Fall ist. 
Weder durch Hitzebehandlung allein noch in Anwesenheit reduzierender Zucker kam es zu 
einer intermolekularen Quervernetzung. Auch Maleki et al. (2000a) untersuchten in ihrer 
bereits in Zusammenhang mit Ara h 1 erwähnten Studie, wie sich Ara h 2 bei 
Hitzebehandlung verhält. Dabei kam es in Anwesenheit von Zucker zur chemischen 
Modifizierung des Allergens, jedoch zu keiner Bildung höherer Strukturen. In Abwesenheit 
von Zucker trat ein Abbau des Allergens auf, der in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet 
werden konnte (Maleki et al., 2000a). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass auch Ara h 1 bei 
100 °C intakt blieb, bei 120 °C dagegen proteolytisch angegriffen wurde (Kapitel 4.2.4.3). Da 
aufgrund der stark begrenzten Menge an isoliertem Protein das Ara h 2 nur bei 100 °C erhitzt 
M        1        2         3        4 
1 unbehandelt 
2 100 °C Blind 
3 100 °C + Zucker (äquimolar) 
4 100 °C + Zucker (Unterschuss + 3-DG) 
[kDa] 
 
118 
 
 
 
66 
 
 
 
43 
 
 
 
29 
 
 
20 
 
14 
Abb. 61: Elektropherogramm der inkubierten Ara h 2-Ansätze in nicht reduzierter Form. 
M – Proteinmarker, Blind – ohne Zuckerzusatz 
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werden konnte, ist nicht auszuschließen, dass höhere Temperaturen zum Abbau führen 
könnten.  
 
Immunologische Untersuchung des glykierten Ara h 2 
Zur Beurteilung des IgE-Bindungsvermögens der einzelnen Ara h 2-Inkubationsansätze 
wurden die Proben mittels Immunoblot sowie Histaminfreisetzungstest untersucht. Die 
Immunoblots sind in Abb. 62 dargestellt. Zur Detektion wurde ein Antiserum aus Kaninchen 
(K 003) sowie ein Allergikerserum (PEI 180) eingesetzt. Zur Negativkontrolle wurde das 
Serum eines Nichtallergikers (PEI 231-6) verwendet. Dabei sind keine wesentlichen 
Unterschiede im IgE-Bindungsvermögen zwischen unbehandeltem, erhitztem und glykiertem 
Ara h 2 erkennbar. 
 
 
 
 
 
 
Die Histaminfreisetzungskurven sind in Abb. 63 dargestellt. Dazu wurden zwei verschiedene 
Allergikerseren verwendet, wobei auffällt, dass wider Erwarten die prozentuale 
Histaminfreisetzung nicht mit dem Gehalt spezifischer IgE einherging. So zeigte das 
schwächere Serum KS 005 (8,52 kU/ml) Freisetzungswerte bis 94 %, während mit dem 
wesentlich aktiveren Serum KSt 001 (> 100 kU/ml) nur bis 36 % des Histamins ausgeschüttet 
wurden. Dabei war kein deutlicher Anstieg mit steigender Allergenkonzentration zu 
verzeichnen. Dieses Phänomen wurde bereits bei der Untersuchung der Erdnussextrakte 
(Kapitel 4.2.3.3) festgestellt und ist möglicherweise darauf zurückzuführen, dass dieses 
Serum eine hohe Konzentration an spezifischen IgG4 aufwies, welche mit zellgebundenen 
IgE um das Antigen konkurrieren und damit die Histaminfreisetzung reduzieren (Drößler, 
2000; Paul, 2008). Insgesamt wird jedoch deutlich, dass sich die erhitzten bzw. glykierten 
PEI 180 PEI 231-6 K 003 
1/5/13   unbehandelt 
2/6/14   100 °C + Zucker (äquimolar) 
3/7/15   100 °C Blind 
4/8/16   100 °C + Zucker (Unterschuss + 3-DG) 
Abb. 62: Immunoblots der bei 100 °C inkubierten Ara h 2-Proben unter Verwendung von 
Allergikerserum (PEI 180), Nichtallergikerserum (PEI 231-6) sowie Kaninchen-Antiserum (K 003). 
MW – Molekülmasse in kDa, M – Proteinmarker, Blind – ohne Zuckerzusatz 
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Ansätze des Ara h 2 in ihrer Histaminfreisetzung und somit im IgE-Bindungsvermögen nicht 
wesentlich vom unbehandelten Allergen unterscheiden.  
 
 
Abb. 63: Histaminfreisetzungskurven der Ara h 2-Ansätze, ermittelt an zwei verschiedenen 
Allergikerseren. Die Konzentrationen spezifischer IgE gegen Ara h 2 in diesen Seren sind in 
Klammern angegeben. Blind – ohne Zuckerzusatz, Z. – Zucker  
 
In der bereits mehrfach erwähnten Studie von Maleki et al. (2000a) wurde auch der Einfluss 
der Glykierung auf das allergene Potential von isoliertem Ara h 2 untersucht. Dabei wurde 
eine 2,7- bis 5,6-fache Erhöhung des IgE-Bindungsvermögens in Abhängigkeit von der 
Zuckerart festgestellt. Die Tatsache, dass solche Effekte in der vorliegenden Arbeit nicht 
beobachtet wurden, könnte wie bereits an anderen Stellen (Kapitel 4.2.3.3 sowie 4.2.4.3) 
diskutiert durch Unterschiede in den Studienpopulationen, d. h. deren 
Ernährungsgewohnheiten und der daraus resultierenden Sensibilisierung, erklärt werden 
(Mondoulet et al., 2005). 
 
 
4.2.5 Simulierte gastrointestinale Verdauung 
 
In bisher beschriebenen Studien wurde die IgE-Reaktivität von Erdnussproteinen infolge der 
Röstung bzw. isolierten Erhitzung und Glykierung untersucht. Für das allergene Potential 
spielt jedoch nicht nur das Antikörperbindungsvermögen eine Rolle. Die Grundvoraussetzung 
für eine allergische Reaktion ist, dass die dafür verantwortlichen Epitope intakt aufgenommen 
werden, d. h. die gastrointestinale Verdauung überstehen (Bredehorst & David, 2001; 
Breiteneder & Mills, 2005b). Die thermische Behandlung von Lebensmitteln kann die 
Verdauungsresistenz der enthaltenen Proteine erheblich beeinflussen. So ist es möglich, dass 
durch hitzeinduzierte Umfaltung für die Verdauungsenzyme spezifische Spaltstellen nicht 
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mehr zugänglich sind und somit die Proteine schwerer proteolytisch angreifbar sind. Zudem 
können durch kovalente Modifizierung, z. B. im Zuge der Maillard-Reaktion, diese 
Spaltstellen für die Proteasen nicht mehr erkennbar sein. Vor allem die Endopeptidase 
Trypsin spaltet ausschließlich Peptidbindungen des Typs Lys-X und Arg-X, aber auch die 
Exopeptidase Carboxypeptidase B spaltet bevorzugt hinter Lysin und Arginin (Belitz et al., 
2001). Dadurch kann die Verdauung von Allergenen verzögert werden, so dass 
IgE-Bindungsepitope in größerer Zahl aufgenommen werden, was ein erhöhtes allergenes 
Potential zur Folge hat. 
Um erhitzungsbedingte Unterschiede in der Verdauungsresistenz von Erdnussproteinen zu 
untersuchen, wurden diese einer simulierten gastrointestinalen Verdauung unterzogen. Dazu 
wurde ein stark vereinfachtes System gewählt, welches sich auf proteolytische Vorgänge in 
Magen und Dünndarm beschränkte (Hernández-Ledesma et al., 2004). Wie in Kapitel 3.4.3 
ausführlich beschrieben, wurden die Magenbedingungen durch pH 2,0 mit Pepsin simuliert. 
Nach 2 h wurde der pH-Wert analog den Bedingungen im Dünndarm auf 7,5 eingestellt. Für 
die intestinale Verdauung wurde Corolase PP verwendet, ein Pankreasenzymgemisch aus 
Trypsin, Chymotrypsin und zahlreichen Amino- und Carboxypeptidasen (Hernández-
Ledesma et al., 2004). Dieser Verdauungsschritt wurde über 16 min durchgeführt, da dies die 
Transitzeit bis zu den ersten Peyer-Plaques darstellt (Eiwegger et al., 2006). Dort befinden 
sich die M-Zellen, die in der Lage sind, ganze Epitope bis hin zu intakten Proteinen 
aufzunehmen (Jäger et al., 2008). 
Der Abbau der Allergene während der Verdauung wurde anhand SDS-PAGE verfolgt. 
Ausgewählte Proben wurden nach vollständiger Verdauung mittels Immunoblot untersucht, 
um die IgE-Reaktivität zu beurteilen. Neben den isolierten Allergenen Ara h 1 und Ara h 2 
wurden ausgewählte Erdnussproben analysiert. 
 
 
4.2.5.1 Simulierte gastrointestinale Verdauung des glykierten Ara h 1 
 
Die Verdauung des isolierten, unbehandelten Ara h 1 ist anhand des Elektropherogramms in 
Abb. 64 dargestellt. Daraus wird deutlich, dass das Allergen sehr schnell abgebaut wird, denn 
schon nach 2-minütiger Pepsinbehandlung war das intakte Protein nicht mehr nachweisbar. 
Dagegen konnten zahlreiche Peptide beobachtet werden, die ebenfalls einem schnellen Abbau 
unterlagen. Nach 2 h waren nur noch einige Peptidbanden mit Molekülmassen unter 9 kDa 
sichtbar. Diese wurden mit Corolase sehr schnell verdaut, so dass nach 5-minütiger 
simulierter intestinaler Verdauung keine Banden mehr sichtbar waren. Ein vergleichbar 
schneller Abbau des Ara h 1 wurde auch in der von Eiwegger et al. (2006) durchgeführten 
Verdauungsstudie beobachtet. 
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Abb. 64: Elektropherogramm des simulierten gastrointestinalen Verdaus von Ara h 1, unterschieden 
nach Pepsinverdau (P) und Corolaseverdau (C). Die Zahlen geben die entsprechende Inkubationszeit 
in Minuten an. M – Proteinmarker, 0 – ohne Proteasezusatz  
Abb. 65: Gegenüberstellung der mit Corolase für 5 min behandelten Ara h 1-Ansätze nach 
Silberfärbung. M – Proteinmarker 
 
Beim Verdau der inkubierten Ara h 1-Proben ergab sich das gleiche Bild. Es wurde jedoch 
vermutet, dass Peptide mit geringer Molekülmasse schlechter mit Coomassie Brilliantblau 
anfärbbar sind. Daher wurden ausgewählte verdaute Proben gegenübergestellt und mittels 
Silberfärbung detektiert, die deutlich sensitiver ist (Westermeier, 1990). Tatsächlich konnten 
mit dieser Methode auch nach 5 min Corolaseverdau noch Banden detektiert werden, die sich 
je nach Behandlung des Ara h 1 in ihren Intensitäten unterschieden (Abb. 65). So zeigte der 
glykierte Ansatz mit Zuckerunterschuss stärkere Banden als der Ansatz mit äquimolarem 
Zuckerzusatz, der wiederum intensivere Banden aufwies als der Blindwert. Folglich zeichnet 
sich eine leichte Tendenz zur verzögerten Verdauung infolge der Glykierung ab. Allerdings 
waren in keinem der Ara h 1-Ansätze nach 10 min noch Banden sichtbar, so dass von einer 
deutlich erhöhten Verdauungsresistenz nicht die Rede sein kann. 
 
 
[kDa] 
 
14 
 
 
6,5 
M        1       2        3 
1 Ara h 1 100 °C Blind 
2 Ara h 1 100 °C + Zucker (äquimolar) 
3 Ara h 1 100 °C + Zucker (Unterschuss + 3-DG) 
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Abb. 66: Immunoblots der verdauten Ara h 1-Ansätze unter Verwendung von Allergikerseren 
(KSt 001, KS 005 und PEI 163), Nichtallergikerserum (PEI 231-6) sowie monoklonalen Antikörpern 
(PN-t 1). MW – Molekülmasse, M – Proteinmarker, Z. – Zucker  
Um zu prüfen, ob die verdauten Ara h 1-Proben nach Pepsin- und Corolasebehandlung noch 
IgE-reaktiv sind bzw. ob sie sich im Antikörperbindungsvermögen unterscheiden, wurden die 
Ansätze mittels Immunoblot von Dr. Kay Fötisch am Paul-Ehrlich-Institut in Langen 
untersucht. Zur Detektion wurden drei verschiedene Allergikerseren sowie der monoklonale 
Antikörper PN-t 1 verwendet. Die erhaltenen Blots sind in Abb. 66 dargestellt. Während mit 
den Patientenseren in den verdauten Proben mehrere IgE-reaktive Banden detektiert wurden, 
waren in den Blots mit PN-t 1 keine Banden sichtbar. Dies zeigt, dass während der 
simulierten gastrointestinalen Verdauung IgE-bindende Epitope erhalten bleiben, einige aber 
auch zerstört werden. Der Vergleich der verschiedenen Ara h 1-Ansätze macht jedoch 
deutlich, dass diese sich in ihrem Antikörperbindungsvermögen nicht unterschieden, d. h. die 
Glykierung dieses Allergens hat keine wesentliche Erhöhung der Verdauungsresistenz und 
damit des allergenen Potentials zur Folge. 
 
 
Der Einfluss der Glykierung auf die Verdaubarkeit von Ara h 1 wurde auch von Maleki et al. 
(2000a) untersucht, indem das Allergen in unbehandelter sowie glykierter Form mit 
Magensekret inkubiert wurde. Dabei hatte die Modifizierung mit Fructose eine deutliche 
Erhöhung der Verdauungsstabilität zur Folge. Die in der Folge der Maillard-Reaktion 
gebildeten Oligomere überstanden die simulierte Verdauung wesentlich länger als die 
Monomere des unbehandelten Ara h 1. Wie bereits in Kapitel 4.2.4.3 diskutiert ist jedoch 
auch an dieser Stelle zu erwähnen, dass die von Maleki et al. (2000a) verwendeten 
Inkubationsbedingungen deutlich von denen in der vorliegenden Arbeit abweichen. Vor allem 
der hohe Zuckerüberschuss in dieser Studie führte wahrscheinlich zu einer wesentlich 
stärkeren intermolekularen Quervernetzung und damit zur Entstehung äußerst stabiler 
Oligomere. 
 
KSt 001 KS 005 PN-t 1 PEI 231-6 PEI 163 
1/5/9/13/17 unbehandelt 
2/6/10/14/18 100 °C Blind 
3/7/11/15/19 100 °C + Z. 
(äquimolar) 
4/8/12/16/20 100 °C + Z. 
(Unterschuss 
+ 3-DG) 
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Abb. 67: Elektropherogramm des simulierten gastrointestinalen Verdaus von Ara h 2, unterschieden 
nach Pepsinverdau (P) und Corolaseverdau (C). Die Zahlen geben die entsprechende Inkubationszeit 
in Minuten an. M – Proteinmarker, 0 – ohne Proteasezusatz 
4.2.5.2 Simulierte gastrointestinale Verdauung des glykierten Ara h 2 
 
Die proteolytischen Vorgänge während der simulierten gastrointestinalen Verdauung von 
Ara h 2 sind in Abb. 67 anhand des Elektropherogramms veranschaulicht. Dabei wird 
deutlich, dass dieses Allergen den zweistündigen gastrischen Verdau unbeschadet überstand. 
Erst durch Zugabe des Pankreasenzymgemisches Corolase PP kam es zum Abbau, wie an der 
abnehmenden Intensität der Ara h 2-Banden und der Entstehung niedermolekularer Banden 
erkennbar ist. Zusätzlich erschien eine Bande mit einer höheren Molekülmasse als Ara h 2 
(ca. 20 kDa), die nur in der nichtreduzierten Probe sichtbar war, nach Behandlung mit DTT 
jedoch verschwand. Offensichtlich wurden während der Proteolyse Peptide mit freien 
Thiolgruppen gebildet, die über die Entstehung neuer Disulfidbrücken oligomerisieren 
konnten. Die beim simulierten intestinalen Verdau gebildeten Peptide mit 10 bzw. 12 kDa 
erwiesen sich als sehr stabil und waren auch nach einstündiger Inkubation noch nachweisbar. 
 
 
Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit bereits publizierten Daten zur Verdauung von 
Ara h 2. Astwood et al. (1996) berichteten ebenfalls von einer hohen Stabilität beim 
gastrischen Verdau, da das Allergen über eine einstündige Behandlung mit simuliertem 
Magensaft nicht abgebaut wurde. Der Einfluss der Pankreasenzyme Trypsin und 
Chymotrypsin wurde von Sen et al. (2002) untersucht. Es zeigte sich, dass dabei jeweils ein 
proteaseresistentes Fragment bei ca. 10 kDa entstand. Auch Lehmann et al. (2006) berichteten 
von einer hochstabilen Kernregion des Ara h 2 gegenüber proteolytischem Verdau. Die hohe 
Stabilität des Allergens kann durch die enthaltenen Disulfidbrücken begründet werden. 
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Abb. 68: Gegenüberstellung der mit Corolase PP für 16 bzw. 60 min behandelten Ara h 2-Ansätze. 
M – Proteinmarker, Blind – ohne Zuckerzusatz 
Ara h 2 gehört zu den 2S-Albuminen, welche aufgrund von vier Disulfidbrücken eine 
kompakte Struktur aufweisen und sich durch eine hohe Thermostabilität und 
Proteolyseresistenz auszeichnen. Disulfidbrücken, ob intra- oder intermolekular, halten die 
dreidimensionale Struktur zusammen und erschweren den Angriff durch Proteasen 
(Breiteneder & Mills, 2005a). 
Die Erhitzung bzw. Glykierung des Ara h 2 hatte keinerlei Auswirkungen auf die 
Verdaubarkeit. Abb. 68 zeigt das Elektropherogramm der unterschiedlichen Ara h 2-Ansätze 
jeweils nach 16-minütiger Behandlung mit Corolase PP. Es ist ersichtlich, dass alle Proben 
einer Verdaustufe vergleichbare Bandenverteilungen und -intensitäten aufwiesen. Da die 
SDS-PAGE keinerlei Hinweise auf eine erhöhte Verdauungsresistenz durch die Maillard-
Reaktion gab, wurde aus Kostengründen auf weitere Untersuchungen mittels Immunoblot 
verzichtet. 
 
 
Maleki et al. (2000a) untersuchten auch den Einfluss der Glykierung auf die Verdaubarkeit 
von Ara h 2 und beobachteten, dass das modifizierte Allergen nach einem 15-stündigen 
gastrischen Verdau teilweise noch intakt vorlag, während unbehandeltes Ara h 2 unter diesen 
Bedingungen abgebaut wurde. Dieser Gegensatz zwischen der vorliegenden Arbeit und der 
Studie von Maleki et al. (2000a) ist durch die verschiedenen Bedingungen der Glykierung zu 
begründen. In dieser Arbeit sollte die Glykierung möglichst nah an üblichen Röstbedingungen 
durchgeführt werden, d. h. mit maximal äquimolarem Zuckeranteil und trocken bei hoher 
Temperatur für kurze Zeit (15 min). Daraus resultierten Lysinmodifizierungen bis 17 %, 
während Arginin nicht derivatisiert wurde. Maleki et al. (2000a) wählten dagegen eine 
Inkubation in Lösung bei 55 °C über 10 Tage mit ca. 100-fachem Zuckerüberschuss. Zwar 
wurden keine Aussagen zum Ausmaß der Lysin- und Argininmodifizierung getroffen, es sind 
jedoch wesentlich höhere Derivatisierungsraten zu erwarten. Während Lysin in Ara h 2 mit 
1 % quantitativ keine Rolle spielt, ist der Anteil an Arginin mit 14 % recht hoch (Chatel et al., 
[kDa] 
 
43 
 
 
29 
 
20 
 
14 
 
 
6,5 
M        1         2        3         4        5        6        7 
1/4 Ara h 2 100 °C Blind 
2/5 Ara h 2 100 °C + Zucker 
(äquimolar) 
3/6 Ara h 2 100 °C + Zucker 
(Unterschuss + 3-DG) 
7 Ara h 2 unbehandelt 
 
Corolase PP 
16 min 
Corolase PP 
60 min 
4 Ergebnisse und Diskussion 
- 181 - 
 
Abb. 69: Elektropherogramm des simulierten gastrointestinalen Verdaus roher Erdnüsse, 
unterschieden nach Pepsinverdau (P) und Corolaseverdau (C). Die Zahlen geben die entsprechende 
Inkubationszeit in Minuten an. M – Proteinmarker, 0 – ohne Proteasezusatz 
2003). Eine hohe Argininderivatisierung infolge der Maillard-Reaktion könnte durchaus die 
Angreifbarkeit durch Proteasen erschweren. 
 
 
4.2.5.3 Simulierte gastrointestinale Verdauung von Erdnüssen 
 
Um zu untersuchen, wie sich die Erdnussallergene Ara h 1 und Ara h 2 bei der Verdauung 
von Erdnüssen verhalten und ob die Röstung einen Einfluss auf die Verdaubarkeit hat, 
wurden rohe und geröstete Erdnüsse (160 °C mit Schale geröstet für 15 bzw. 25 min) einer 
simulierten gastrointestinalen Verdauung unterzogen. Die proteolytischen Prozesse in der 
rohen Erdnuss sind in Abb. 69 anhand des Elektropherogramms dargestellt. Dabei wird 
deutlich, dass die Proteolyse des Ara h 1 innerhalb der Erdnussmatrix verzögert abläuft. So 
konnte das Allergen auch nach 30-minütiger Inkubation mit Pepsin noch detektiert werden, 
während isoliertes Ara h 1 bereits nach 2 min nicht mehr in intakter Form vorhanden war 
(Kapitel 4.2.5.1). Der Abbau von Ara h 2 in Erdnüssen begann erst mit Zugabe von Corolase 
PP und lief vergleichbar schnell ab wie in isolierter Form. 
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Abb. 70: Elektropherogramm des simulierten gastrointestinalen Verdaus gerösteter Erdnüsse (160 °C 
25 min mit Schale), unterschieden nach Pepsinverdau (P) und Corolaseverdau (C). Die Zahlen geben 
die entsprechende Inkubationszeit in Minuten an. M – Proteinmarker, 0 – ohne Proteasezusatz 
Die schwächer geröstete Erdnussprobe (160 °C für 15 min mit Schale) unterschied sich im 
Proteinspektrum nicht wesentlich von der ungerösteten Probe. Zwar waren schon Oligomere 
des Ara h 1 detektierbar, das Protein war aber im Gegensatz zu stärker gerösteten Erdnüssen 
noch löslich (siehe Kapitel 4.2.3.2). Die Probe zeigte ein vergleichbares Verhalten während 
der simulierten gastrointestinalen Verdauung wie die rohe Probe.  
In Kapitel 4.2.3.2 konnte bereits gezeigt werden, dass in der stärker gerösteten Probe (160 °C 
für 25 min mit Schale) die Löslichkeit der Erdnussproteine aufgrund von Aggregation 
drastisch gesunken war. So konnte Ara h 1 nicht mehr detektiert werden und auch die 
Intensität der Ara h 2-Bande hatte stark abgenommen. Es wurde zunächst vermutet, dass 
durch die Behandlung mit Verdauungsenzymen diese Allergene nach und nach aus den 
Aggregaten freigesetzt werden und somit den Verdauungsprozess länger überdauern. Jedoch 
konnte, wie in Abb. 70 sichtbar, weder die Freisetzung intakter Proteine noch von 
Bruchstücken davon detektiert werden. Folglich waren die Proteasen allein nicht in der Lage, 
die infolge der Röstung gebildeten Proteinaggregate anzugreifen. 
 
 
 
 
 
 
Ara h 2 
Isoformen 
 0      P0     P2    P5    P10  P30   M     P120  C1   C5     C10  C16  C60 
1. njugat 
[kDa] 
 
200 
 
 
116 
 
 
68 
 
43 
 
 
29 
 
20 
 
14 
 
6,5 
 
 
4 Ergebnisse und Diskussion 
- 183 - 
 
4.2.6 Fazit 
 
Anhand der durchgeführten Studien konnte gezeigt werden, dass in gerösteten Erdnüssen das 
AGE Pyrralin eine besondere Rolle spielt und in vergleichbaren oder höheren Mengen 
entsteht als das ε-AP des Lysins. Pyrralin ist damit als geeigneter Parameter für die 
Hitzebehandlung von Erdnüssen anzusehen. Insgesamt wurden z. T. sehr hohe 
Lysinmodifizierungsraten (bis 55 %) gemessen, die jedoch nur zu ca. 10 % durch die 
detektierten Maillard-Reaktionsprodukte erklärt werden konnten. Aufgrund der Tatsache, dass 
die Gehalte vieler anderer Aminosäuren ebenfalls stark abnahmen, müssen während der 
Röstung von Erdnüssen andere Reaktionen ebenfalls eine Rolle spielen. Der hohe Gehalt an 
ungesättigten Fettsäuren legt die Vermutung nahe, dass Reaktionen mit 
Lipidperoxidationsprodukten von besonderer Bedeutung sind. 
Die Untersuchung des allergenen Potentials gerösteter Erdnüsse erwies sich als äußerst 
schwierig, da die Standardmethoden eine Extraktion (i. d. R. mit PBS-Puffer) erfordern, 
jedoch die Erdnussproteine während der Röstung stark aggregierten und unlöslich wurden. 
Somit konnte nur das allergene Potential der Extrakte, aber nicht der gesamten Erdnüsse 
beurteilt werden. Alle Extrakte zeigten im Histaminfreisetzungstest ein vergleichbares 
IgE-Bindungsvermögen. Da jedoch gerade die Extrakte stark gerösteter Erdnüsse aufgrund 
von Aggregation kaum noch gelöstes Protein enthielten, müssten die noch extrahierbaren 
Proteine entsprechend IgE-reaktiver sein. (Chirino et al., 2004) 
Das Allergen Ara h 1 unterlag während der Röstung von Erdnüssen einer starken Aggregation 
und wurde schnell unlöslich. Durch Immunoblot wurden keine Hinweise auf eine 
Veränderung des IgE-Bindungsvermögens von noch löslichem Ara h 1 erhalten. Auch die 
Glykierung von isoliertem Ara h 1 beeinflusste die IgE-Reaktivität dieses Allergens nicht. 
Jedoch ist mit einer Erhöhung des allergenen Potentials von Ara h 1 und anderen 
Erdnussproteinen durch die Aggregation zu rechnen. Nach Chirino et al. (2004) sind 
Proteinaggregate meist immunogener als lösliche Proteine, da diese in erhöhtem Maße von 
antigenpräsentierenden Zellen aufgenommen und länger den T-Zellen präsentiert werden. 
Die Untersuchung des Ara h 2 in gerösteten Erdnüssen mittels Immunoblot gab deutliche 
Hinweise auf eine Erhöhung des Antikörperbindungsvermögens infolge der Röstung. Die 
Glykierung des isolierten Allergens führte diesen Effekt nicht herbei. Die erhöhte 
IgE-Reaktivität während der Röstung wird folglich nicht durch Glykierung, sondern durch 
andere Reaktionen herbeigeführt, vermutlich mit Lipidperoxidationsprodukten. Matsuda et al. 
(1993) stellten eine deutliche Erhöhung des Antikörperbindungsvermögens von 
Sojabohnenproteinen infolge der Erhitzung mit Sojaöl fest. Die Autoren vermuteten die 
Bildung neuer antigener Strukturen durch die Reaktion der Proteine mit Oxidationsprodukten 
des Öls. 
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Es kann also festgestellt werden, dass die vorliegenden Ergebnisse keine Hinweise auf die 
Entstehung von Neoepitopen in Ara h 1 und Ara h 2 in der Folge der Maillard-Reaktion 
geben. Der Einfluss von Lipidperoxidationsprodukten auf die Bildung neuer Epitope bzw. die 
Erhöhung des Antikörperbindungsvermögens bestehender Epitope ist jedoch in Betracht zu 
ziehen und sollte in weiteren Studien untersucht werden. Zudem spielt die Verdaubarkeit der 
Erdnussproteine eine wesentliche Rolle hinsichtlich des allergenen Potentials. Während bei 
den isolierten Allergenen Ara h 1 und Ara h 2 die Glykierung keine Auswirkungen hatte, ist 
bei den gerösteten Erdnüssen von einer stark erhöhten Verdauungsresistenz auszugehen. Eine 
Freisetzung der Allergene aus dem aggregierten Erdnussprotein war durch proteolytische 
Enzyme allein nicht möglich. (Matsuda et al., 1993) 
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5 Ausblick 
 
Die Untersuchung des allergenen Potentials ausgewählter Erdnussproben gab Hinweise auf 
ein erhöhtes IgE-Bindungsvermögen des Ara h 2 infolge der Röstung. Da alle verwendeten 
Testverfahren eine Extraktion der Erdnussproteine voraussetzen, ist die Aussagekraft der 
gewonnenen Resultate jedoch etwas eingeschränkt. Die Röstung führt zur Aggregation der 
Erdnussproteine, so dass diese unlöslich und damit nicht mehr extrahierbar sind. Doch gerade 
diese nicht extrahierbare Proteinfraktion ist stark modifiziert und somit von besonderem 
Interesse hinsichtlich ihres allergenen Potentials. Daher ist es von großer Wichtigkeit, ein 
verbessertes Extraktionsverfahren zu entwickeln, um stark glykierte bzw. modifizierte 
Proteine mit erfassen zu können. 
Auch Kopper et al. (2005) beobachteten das Phänomen der sinkenden Extrahierbarkeit von 
Erdnussproteinen infolge der Röstung und untersuchten verschiedene Verfahren, um die 
aggregierten Proteine wieder lösen zu können. Dabei bewirkte insbesondere der Einsatz von 
α-Amylase eine starke Freisetzung löslicher Proteine aus dem Aggregat, welche eine sehr 
hohe IgE-Reaktivität aufwiesen. Folglich ist, wie bereits vermutet, der Anteil stark 
modifizierter Proteine am allergenen Potential gerösteter Erdnüsse hoch einzuschätzen. Ein 
Einsatz von α-Amylase-haltigen Extraktionspuffern für immunologische Methoden wäre 
denkbar, da das pH-Optimum des Enzyms im relevanten pH-Bereich (pH 6 bis 7) liegt. 
Jedoch ist nicht bekannt, inwieweit das Enzym möglicherweise in den Assays stören könnte. 
Die Mechanismen, die der Freisetzung löslicher Proteine aus gerösteten Aggregaten zugrunde 
liegen, konnten von Kopper et al. (2005) nicht geklärt werden. Vermutlich spielen 
Interaktionen der Erdnussproteine mit Stärke eine Rolle. Denkbar wären zum einen 
Glykierungsreaktionen zwischen terminalen reduzierenden Glucoseeinheiten der Stärkeketten 
und freien Aminogruppen der Proteine (Resmini & Pellegrino, 1994). Zum anderen ist nicht 
auszuschließen, dass es während der Röstung zur Verkleisterung der Stärke kommt und 
Erdnussproteine in dieses Netzwerk eingeschlossen werden. In beiden Fällen würde 
α-Amylase zur Freisetzung der Proteine führen. 
Eine weitere Möglichkeit zur Beurteilung des allergenen Potentials von Erdnüssen besteht 
darin, eine Extraktion zu umgehen. In dieser Hinsicht würden sich Hauttests, insbesondere das 
Prick-to-Prick-Verfahren anbieten. Dabei wird mit der Prick-Nadel erst in das Lebensmittel 
und anschließend in die Haut eingestochen (Jäger et al., 2008). Anhand der Größe der 
entstehenden Quaddel können Unterschiede im allergenen Potential zwischen rohen und 
gerösteten Erdnüssen festgestellt werden. 
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Es konnte gezeigt werden, dass allein durch Glykierung der Erdnussallergene Ara h 1 und 
Ara h 2, d. h. durch Inkubation mit reduzierenden Zuckern, keine Veränderung im 
IgE-Bindungsvermögen erreicht wurde. Im Gegensatz dazu wurden deutliche Hinweise auf 
erhöhte IgE-Reaktivität, insbesondere des Ara h 2, infolge der Röstung erhalten. Daher ist es 
von großem Interesse, die Modifizierung dieser Allergene genauer zu untersuchen, indem sie 
aus gerösteten Erdnüssen isoliert und auf gebildete Derivate untersucht werden. Dabei sollte 
neben den Maillard-Reaktionsprodukten besonderes Augenmerk auf Addukte mit 
Lipidperoxidationsprodukten gelegt werden. 
 
Orientierende Verdauungsstudien haben ergeben, dass Proteasen allein nicht in der Lage 
waren, die stark aggregierten Proteine aus gerösteten Erdnüssen zu spalten. Diese 
Beobachtung lässt bereits vermuten, dass Allergene innerhalb der Proteinaggregate die 
gastrointestinale Verdauung länger intakt überstehen als in rohen Erdnüssen und somit 
antikörperbindende Epitope in größerer Zahl die M-Zellen erreichen. Um diese Vermutung zu 
untermauern, sind jedoch komplexere Verdauungsstudien notwendig, welche den gesamten 
menschlichen Verdauungstrakt vom Mund bis zum Dünndarm simulieren und nicht nur auf 
proteolytische Vorgänge beschränkt sind. 
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6 Zusammenfassung 
 
Allergene sind meist Proteine und können während der Lebensmittelverarbeitung, 
insbesondere infolge thermischer Prozesse, erheblich modifiziert werden. Daraus kann sowohl 
eine Senkung als auch eine Erhöhung des allergenen Potentials resultieren. Insbesondere die 
Entstehung von sog. „Neoepitopen“ im Zuge der Maillard-Reaktion ist bereits diskutiert 
worden. In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen der Glykierung und 
dem allergenen Potential von Lebensmitteln, im Speziellen von Karotten und Erdnüssen, 
untersucht.  
 
Karotten 
Da zum Ausmaß der Maillard-Reaktion in hitzebehandelten Karotten bisher kaum Daten 
vorlagen, sollten zunächst Aussagen zur Aminosäuremodifizierung und zu relevanten 
Glykierungsprodukten gewonnen werden. Dagegen war bereits bekannt, dass das allergene 
Potential von Karotten durch Hitzebehandlung, infolge der irreversiblen Denaturierung des 
Hauptallergens Dau c 1, stark gesenkt wird. Daher stellte sich die Frage, ob bestimmte 
Maillard-Reaktionsprodukte (MRP) als Indikatoren für die Senkung des allergenen Potentials 
infolge der Hitzebehandlung geeignet sind. 
 
1. Die α-Fructosylderivate der Aminosäuren Lysin, Glycin, Arginin, Alanin, Leucin, 
Isoleucin, Valin, Glutaminsäure, Asparaginsäure und γ-Aminobuttersäure (GABA) 
wurden erfolgreich synthetisiert. 
2. In den untersuchten Handelsproben (Säfte, Breie, Konserven und getrocknete 
Karotten) waren die Amadori-Produkte (AP) ε-Fru-Lys, α-Fru-Ala, α-Fru-GABA, 
α-Fru-Gly, α-Fru-Leu, α-Fru-Ile sowie α-Fru-Val nachweisbar. Als Produkte der 
fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion wurden erstmals Pyrralin, 
Nε-Carboxymethyllysin (CML) und Pentosidin detektiert. 
3. Karottenprodukte mit hohem Wasseranteil (Säfte, Breie sowie Konserven) zeigten nur 
geringe Aminosäuremodifizierungen bis 5 %. Dagegen wurden in getrockneten 
Karotten sehr hohe Derivatisierungsgrade verzeichnet. Lysin lag bis zu 58 % 
modifiziert vor, Alanin bis 50 % und GABA sogar nahezu vollständig. Die 
Modifizierung der übrigen genannten Aminosäuren lag zwischen 5 und 24 %. Dabei 
war besonders die frühe Phase der Glykierung von Bedeutung, während die 
fortgeschrittene Phase kaum eine Rolle spielte. 
4. Das AP ε-Fru-Lys bzw. dessen Hydrolyseprodukt Furosin gilt zwar als anerkannter 
Erhitzungsmarker für Lebensmittel, erwies sich aber in Karottenprodukten aufgrund 
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von schnell stagnierenden Gehalten nur als bedingt geeignet. Andere AP zeigten eine 
wesentlich bessere Korrelation mit der Intensität der Hitzebehandlung. Insbesondere 
α-Fru-GABA ist daher als geeigneter Erhitzungsparameter in Karotten und allgemein 
in Lebensmitteln mit hohen Gehalten an freien Aminosäuren zu sehen. 
5. Der Anstieg des Gehaltes des Hydrolyseproduktes α-FM-GABA korrelierte gut mit 
der Senkung des Gehaltes an IgE-reaktivem Dau c 1. Das AP α-Fru-GABA stellt 
damit einen geeigneten Parameter nicht nur für die Hitzebehandlung von Karotten 
selbst dar, sondern auch für die damit verbundene Senkung des allergenen Potentials. 
 
Erdnüsse 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses der Röstung von 
Erdnüssen auf deren allergenes Potential, da die bisher publizierten Daten zu dieser 
Fragestellung sehr widersprüchlich sind. Dazu wurden zunächst relevante MRP identifiziert 
sowie die Aminosäuremodifizierung insgesamt analysiert. Anhand verschiedener 
immunologischer Verfahren wurde dann das allergene Potential roher und gerösteter Erdnüsse 
beurteilt. Neben Erdnüssen wurden zusätzlich die isolierten und glykierten Erdnussallergene 
Ara h 1 und Ara h 2 in die Untersuchungen einbezogen. Verdauungsstudien sollten 
abschließend Aussagen zum Einfluss der Röstung bzw. Glykierung auf die 
Verdauungsresistenz geben. 
 
6. In den kommerziellen gerösteten Erdnüssen wurde erstmals das AP ε-Fru-Lys und die 
AGEs Pyrralin und CML identifiziert und quantifiziert. Andere AP spielen in 
Erdnüssen aufgrund des geringen Gehaltes an freien Aminosäuren keine Rolle. Die 
Lysinmodifizierung durch diese MRP war mit max. 1,8 % gering. 
7. Die Erhitzungs- und Röstungsexperimente zeigten, dass Pyrralin in hohen Mengen 
gebildet wurde und insbesondere bei stärkerer Röstung in vergleichbarem oder 
höherem Maße zur Lysinmodifizierung beitrug als das AP. Aufgrund der stetigen 
Zunahme ist Pyrralin als Erhitzungsparameter in Erdnüssen wesentlich besser geeignet 
als das Hydrolyseprodukt Furosin, dessen Gehalt schnell ein Plateau erreichte. 
8. Durch die Röstung von Erdnüssen wurden hohe Lysinmodifizierungen bis zu 55 % 
erreicht, die jedoch nur zu einem Zehntel durch die gemessenen MRP erklärbar waren. 
Da zahlreiche andere Aminosäuren ebenfalls deutliche Abnahmen zeigten, müssen 
andere Reaktionen als die Maillard-Reaktion einen wesentlichen Beitrag zur 
Aminosäurederivatisierung leisten. Aufgrund des hohen Gehaltes an ungesättigten 
Fettsäuren liegt die Vermutung nahe, dass es sich um Reaktionen mit 
Lipidperoxidationsprodukten handeln könnte. 
9. Die Röstung bewirkte erhebliche strukturelle Veränderungen der Erdnussproteine. Vor 
allem das Allergen Ara h 1 bildete zunächst sichtbare Di- und Trimere, unter 
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drastischeren Bedingungen kam es zur weiteren Aggregation und damit zur 
Unlöslichkeit. Analog wurde auch die Löslichkeit aller anderen Erdnussproteine 
deutlich reduziert. 
10. Die Extrakte roher und unterschiedlich gerösteter Erdnüsse zeigten keine Unterschiede 
im IgE-Bindungsvermögen. Aufgrund der schlechten Extrahierbarkeit gerösteter 
Erdnussproteine (siehe Punkt 9) sind jedoch keine Rückschlüsse auf das allergene 
Potential der gesamten Erdnüsse möglich. Insbesondere stark modifizierte, aggregierte 
Proteine konnten mit der verwendeten Extraktionsmethode nicht erfasst werden. 
11. Mittels Immunoblot wurde gezeigt, dass das IgE-Bindungsvermögen des Ara h 1 bei 
der Röstung nicht verändert wurde, solange das Allergen noch löslich war. Aussagen 
zum allergenen Potential des aggregierten Proteins waren noch nicht möglich. 
Hingegen wurden deutliche Hinweise auf die Erhöhung der IgE-Reaktivität des 
Ara h 2 infolge der Röstung erhalten. 
12. Die Glykierung der isolierten Erdnussallergene Ara h 1 und Ara h 2 unter 
röstungsnahen Bedingungen beeinflusste deren Antikörperbindungsvermögen nicht. 
Folglich liegen keine Hinweise auf die Bildung von Neoepitopen im Zuge der 
Maillard-Reaktion vor. Die beobachtete Veränderung der IgE-Reaktivität des Ara h 2 
infolge der Röstung ist daher auf andere Reaktionen, vermutlich mit Produkten der 
Lipidperoxidation, zurückzuführen. 
13. Orientierende Verdauungsstudien gaben Hinweise auf eine erhöhte 
Verdauungsresistenz der Proteinaggregate in gerösteten Erdnüssen. Durch Glykierung 
der Allergene Ara h 1 und Ara h 2 wurde hingegen keine Veränderung der 
Verdaubarkeit erreicht. Für die hohe Proteolyseresistenz sind offenbar wiederum 
Reaktionen mit peroxidierten Erdnusslipiden verantwortlich. 
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